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RESUMEN 
 
 
Las ligninas residuales de pastas kraft de eucalipto pueden ser aisladas 
satisfactoriamente y con alta pureza mediante hidrólisis con celulasas seguida 
de una purificación combinada utilizando proteasa y dos solventes de lignina 
(DMAC y NaOH 0,5 M). El proceso fue optimizado mediante un seguimiento 
de la composición de las diferentes fracciones utilizando FTIR y Py-GC/MS, 
y la pureza de las preparaciones finales fue confirmada mediante 2D-NMR. 
La lignina de madera de eucalipto (MWL) y las ligninas residuales de las 
pastas muestran un predominio de unidades S y subestructuras β-O-4’. Las 
ligninas residuales tienen una composición más similar a la MWL que a la 
lignina kraft, que presenta una relación S/G muy elevada, un alto contenido 
fenólico (estimado tras acetilación) y un predominio de subestructuras de tipo 
siringaresinol (analizadas mediante HSQC-NMR). Esto indica que la lignina 
modificada durante la cocción es liberada e incorporada a las lejías negras, 
mientras que la lignina residual en la pasta permanece escasamente alterada. 
Durante el blanqueo TCF se produce una modificación oxidativa de la lignina 
residual, que se traduce en un aumento de carbonilos (asignados a estructuras 
terminales de tipo muconato y acetosiringona en experimentos HSQC y 
HMBC) y eliminación de subestructuras de tipo siringaresinol dando lugar a 
un fuerte predominio de las subestructuras β-O-4’ (casi 90% del total). Las 
alcaliligninas de cáñamo y lino analizadas mediante Py-GC/MS y FTIR 
presentan un predominio de unidades G frente a unidades S, mientras que en 
las de yute, sisal y abacá ocurre lo contrario, siendo su composición más 
semejante a la lignina de eucalipto. En la lignina de abacá existe una cantidad 
significativa de ácido p-cumárico. Éste se encuentra asociado a la lignina a 
través de enlaces éster, mientras que el ácido ferúlico está predominantemente 
enlazado por enlaces éter. Esta planta contiene además gran cantidad de ácido 
p-cumárico no unido a la lignina, como se muestra por termoquimiolisis de 
las fibras. 
 Para el blanqueo TCF de pasta kraft se seleccionó una lacasa de 
Pycnoporus cinnabarinus con alta estabilidad térmica y su capacidad para 
oxidar el HBT. La eficiencia del sistema lacasa-HBT deslignificando (y 
blanqueando) la pasta de eucalipto se demostró sobre pasta cruda y 
deslignificada con oxígeno, aunque en esta última los efectos fueron menos 
marcados. Las mejoras más significativas de las propiedades de la pasta 
tienen lugar durante las dos primeras horas del tratamiento y la temperatura 
del mismo puede incrementarse hasta 65ºC sin que se inactive el sistema 
enzimático. El tratamiento lacasa-HBT se escaló a reactores de laboratorio 
presurizados y se investigaron diferentes posiciones para incorporar la etapa 
enzimática dentro de una secuencia de tipo industrial para el blanqueo TCF de 
pasta kraft de eucalipto. Las mejores propiedades finales de la pasta se 
obtienen utilizando una secuencia O-O-L-Q-PoP, en la que la etapa lacasa-
mediador se incluye entre el doble oxígeno y quelato. Esta secuencia permite 
obtener unos valores de índice kappa y blancura significativamente superiores 
a los obtenidos en la secuencia TCF estándar, y mejora la porosidad al aire del 
papel sin alterar otras propiedades mecánicas y ópticas. La etapa enzimática 
dentro de la secuencia O-O-L-Q-PoP da lugar a una fuerte modificación de la 
lignina extraída de la pasta. Esta lignina residual está básicamente constituida 
por subestructuras β-O-4’ y presenta un gran contenido en carbonilos 
conjugados por la oxidación de las cadenas laterales de la lignina durante el 
tratamiento lacasa-mediador. La etapa final de peróxido elimina la mayor 
parte de esta lignina alterada. Esto se debe principalmente a las condiciones 
alcalinas empleadas en esta etapa, como se demuestra al analizar la lignina 
residual y la lignina soluble tras un tratamiento alcalino. La disponibilidad de 
mediadores baratos y seguros para el medioambiente es uno de los 
requerimientos para la implementación industrial de los sistemas lacasa-
mediador. Diferentes compuestos fenólicos derivados de la lignina (como 
siringaldehído y acetosiringona) representan una alternativa a los mediadores 
sintéticos (incluyendo los de tipo -NOH- como el HBT). Estos compuestos 
naturales pueden actuar como mediadores a concentraciones más bajas y, en 
el screening realizado sobre diferentes colorantes, resultaron superiores tanto 
en términos de eficiencia como de velocidad de oxidación. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO 1 
 
 
Introducción: Biotecnología en la industria papelera 
 
 
 
Resumen. Los avances de la Biotecnología ofrecen nuevas posibilidades 
de utilizar métodos biológicos para reducir o remediar el impacto negativo 
ejercido por diferentes sectores industriales sobre el medio ambiente. Este 
impacto se produce en primer lugar sobre el medio acuático, a través de los 
efluentes líquidos, pero en una segunda fase su efecto se traslada a los 
ecosistemas terrestres incluyendo suelo, plantas, animales y seres humanos 
a través de las cadenas tróficas. Algunos contaminantes industriales pueden 
ser controlados mediante tratamientos físico-químicos o biológicos 
convencionales antes del vertido de los efluentes. Por el contrario, otros 
contaminantes (incluyendo ciertos compuestos aromáticos) son 
especialmente recalcitrantes a la degradación, por lo que permanecen en los 
efluentes tratados. La fabricación de pasta y papel, que representa el 
principal uso no alimenticio de la biomasa vegetal, ha sido a menudo una 
actividad con un fuerte efecto sobre el medio ambiente. La Biotecnología 
aplicada a este sector puede reducir el consumo de reactivos químicos o el 
gasto energético durante la fabricación de pasta de papel. Sin embargo, su 
principal ventaja está relacionada con la reducción o eliminación del 
impacto ambiental negativo que presentan algunas fases de estos procesos 
industriales, especialmente el blanqueo de la pasta. En este proceso se han 
empleado tradicionalmente reactivos clorados, como el Cl2 o ClO2, 
generándose efluentes tóxicos debido a la alta concentración de compuestos 
organoclorados. El desarrollo biotecnológico actual en este sector se 
orienta al empleo de organismos ligninolíticos y sus enzimas capaces de  
degradar eficazmente la lignina y otros compuestos recalcitrantes. Para 
proporcionar una idea general sobre el desarrollo de aplicaciones 
biotecnológicas para la industria papelera, en el presente capítulo se han 
abordado los siguientes puntos: a) la estructura y composición de los 
materiales lignocelulósicos, con especial atención a la macromolécula de 
lignina; b) la fabricación y el blanqueo de pasta de papel; c) la 
biodegradación de la lignocelulosa, explicando los diferentes patrones de 
degradación y las enzimas implicadas; y d) las diferentes aplicaciones 
biotecnológicas en el sector papelero. 
 
 
 
Capítulo 1                                                                                                        
 
1. Estructura y composición de los materiales lignocelulósicos 
 
La madera y otros materiales lignocelulósicos representan la mayor fuente 
de energía y materia orgánica renovables de la biosfera. La mayor parte de 
la biomasa del planeta está constituida por materiales lignocelulósicos, por 
lo que la degradación de estos compuestos representa el proceso 
biodegradativo más importante en el ciclo del carbono. Gran parte del 
carbono fijado durante la fotosíntesis se acumula en la pared vegetal de las 
plantas leñosas. Esta pared lignocelulósica cumple distintas funciones entre 
las que destaca la función esquelética filogenéticamente ligada a la 
colonización del medio terrestre por las plantas vasculares. 
 La madera es el más abundante de los materiales lignocelulósicos y su 
estructura y composición (Fengel y Wegener, 1984; Hon y Shiraiski, 1991) 
condiciona su utilización industrial y la posible aplicación de métodos 
biotecnológicos. 
 
1.1 Estructura de la lignocelulosa  
 
La pared celular de las plantas vasculares es una estructura compleja y 
semirrígida constituida por un entramado de microfibrillas cristalinas de 
celulosa, recubiertas por una matriz de hemicelulosa y lignina. La pared 
celular vegetal está constituida por pared primaria y pared secundaria (Fig. 
1). Las paredes primarias de dos células adyacentes están unidas entre sí 
por lignina, denominándose a esta capa lámina media. La pared secundaria 
está constituida por tres capas que difieren en la orientación de las fibrillas 
de celulosa. En las capas exterior e interior (S1 y S3) las fibrillas están 
dispuestas formando un amplio ángulo con el eje de la célula, mientras que 
la disposición de las fibrillas en la capa intermedia gruesa (S2) es 
prácticamente paralela al eje. 
La formación de la pared celular tiene lugar a través de los siguientes 
procesos: a) depósito de microfibrillas de celulosa, constituyéndose el 
marco de la pared celular, b) adición de las cadenas principales de 
hemicelulosa alrededor de las microfibrillas y reforzamiento de la pared, c) 
adición de las ramificaciones de las hemicelulosas y d) acumulación de la 
lignina incrustándose en todos los espacios del entramado. 
 
1.2 Composición de la lignocelulosa 
 
Como hemos visto los polisacáridos celulosa y hemicelulosa son los 
componentes más abundantes de la pared vegetal. Las paredes  celulares 
también contienen proteínas, lípidos, minerales y tras alcanzar los últimos 
estadios de desarrollo, presentan grandes cantidades de lignina. La 
celulosa, junto con la hemicelulosa y la lignina, son los tres polímeros 
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mayoritarios de la lignocelulosa (Fig. 2), variando el porcentaje de cada 
uno de ellos con el tipo de planta, la edad o la parte del tejido vegetal de 
donde provengan (Fengel y Wegener, 1984). 
 
S3 
 
La celulosa está constituida por cadenas lineales de D-glucosa unida 
mediante enlaces glicosídicos β (1→ 4) para formar la molécula de 
celobiosa, un disacárido que representa la unidad constitutiva de la 
celulosa. Dichas cadenas se unen mediante puentes de hidrógeno y fuerzas 
de van der Waals, dando lugar a las denominadas fibrillas elementales. 
Éstas a su vez constituyen las microfibrillas, que se orientan de forma 
diferente en cada nivel de la pared secundaria para darle resistencia (Fig. 
1). 
Las hemicelulosas son polisacáridos ramificados formados por una 
cadena lineal de monosacáridos unidos principalmente por enlaces β (1→ 
4) (en algunos casos β (1→ 3)), a la cual se unen cadenas laterales cortas a 
menudo de azúcares distintos a los de la cadena principal. Los residuos de 
monosacáridos incluyen pentosas (D-xilosa y L-arabinosa), hexosas (D-
glucosa, D-galactosa, L-galactosa, D-manosa, L-ramnosa y L-fucosa) y 
ácidos urónicos (ácido D-glucurónico y ácido D-galacturónico), que 
pueden encontrarse acetilados o en forma de ésteres metílicos. Las 
hemicelulosas actúan junto con la lignina como matriz soporte para las 
microfibrillas de celulosa en la pared celular. Son de menor peso 
molecular, más fácilmente degradables y más fáciles de disolver que la 
celulosa. La estructura de la celulosa es la misma en los diferentes tipos de 
madera y otros materiales lignocelulósicos. Sin embargo, en las 
hemicelulosas existe una considerable variación entre las diferentes   
Fig. 1. Estructura de la madera y de la pared de las fibras vegetales (P: 
pared primaria, S1-S3: capas de la pared secundaria y LM: lámina media) 
adaptado de Kirk y Cullen (1998). 
S1
S2
P
LM
madera fibras pared celular 
 5
Capítulo 1                                                                                                        
 
maderas. Mientras que en las frondosas (maderas duras) se encuentran 
principalmente hemicelulosas con unidades de cinco carbonos 
(pentosanos), en las coníferas (maderas blandas) abundan más las 
hemicelulosas con unidades de seis carbonos (hexosanos). Las plantas 
herbáceas presentan al igual que las maderas de frondosas un mayor 
porcentaje de pentosanos.  
enlaces de H celulosa lignina
puentes 
hem elulosaic
    pCA: ácido p-cumárico. FA: ácido ferúlico. SA: ácido sinápico 
hemicelulosa 
Fig. 2. Representación esquemática de las relaciones entre los principales 
constituyentes de la pared secundaria (celulosa, lignina y hemicelulosa) de una 
angiosperma herbácea. Se muestran las microfibrillas de celulosa inmersas en 
una matriz de lignina en la que también se incluye la hemicelulosa. Las uniones 
entre estos polímeros se completan mediante puentes intermoleculares formados 
por los ácidos p-hidroxicinámicos (Bidlack et al., 1992). 
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La lignina es el segundo compuesto orgánico más abundante en la 
superficie de la tierra sobrepasada sólo por la celulosa. Representa más del 
20% de la biomasa de las plantas, siendo una de las moléculas orgánicas 
más recalcitrantes. La lignina da soporte estructural a los tejidos de las 
plantas e impermeabilidad a los elementos vasculares, y proporciona 
resistencia frente al ataque de microorganismos y el estrés mecánico. Se 
trata de un polímero aromático tridimensional sintetizado a partir de la 
fenilanalina a través de la ruta de los ácidos cinámicos (Higuchi, 1997; 
Boerjan et al., 2003). De esta forma se sintetizan los alcoholes, el p-
cumarílico (4-hidroxicinamílico), coniferílico (4-hidroxi-3-
metoxicinamílico) y sinapílico (4-hidroxi-3,5-dimetoxicinamílico), que 
actúan como precursores de la lignina. Su polimerización deshidrogenativa 
da lugar respectivamente a las unidades 4-hidroxifenilpropano (H), 
guayacilpropano (G) y siringilpropano (S). Recientemente se ha descrito 
utilizando pirólisis analítica la existencia en plantas herbáceas de unidades 
acetiladas derivadas de los correspondientes alcoholes p-hidroxicinamílicos 
acetilados (del Río et al., 2004). En la polimerización de los alcoholes p-
hidroxicinamílicos participan peroxidasas y/o fenoloxidasas vegetales que 
forman radicales libres de tipo fenoxilo, estabilizados por resonancia. Estos 
radicales polimerizan dando lugar a una variedad de dímeros y 
posteriormente al polímero de lignina.  
El tipo de unidades presentes en la lignina, así como los tipos de unión 
entre las mismas puede variar entre los distintos grupos de plantas 
(coníferas, frondosas y herbáceas). Incluso en una misma planta la 
composición de la lignina puede variar en los distintos tejidos y capas de la 
pared celular. La lignina de coníferas se forma mayoritariamente a partir 
del alcohol coniferílico (unidad G), mientras que la lignina de frondosas se 
sintetiza a partir de los alcoholes coniferílico y sinapílico (unidades G y S, 
respectivamente). La lignina de las plantas herbáceas está compuesta de 
unidades H procedentes del alcohol p-cumarílico, además de las unidades 
G y S en distintas proporciones.  
En la composición de la pared celular de las plantas herbáceas participan 
los ácidos p-hidroxicinámicos (principalmente p-cumárico y ferúlico). 
Estos ácidos contribuyen a la unión de la lignina con la hemicelulosa 
mediante enlaces tanto éster como éter por reacción de sus grupos 
carboxilo e hidroxilo fenólico (Fig. 2) (Sun et al., 2002). En estas plantas el 
ácido ferúlico es el principal responsable de los puentes entre la lignina y 
los polisacáridos. De un 40 a un 70% del ácido ferúlico está eterificado con 
la lignina formando un puente de unión con los polisacáridos a los que se 
une por enlaces éster. Sin embargo, un 70% del ácido p-cumárico está 
solamente esterificado con la posición γ de la cadena lateral de las unidades 
de la lignina.  
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1.3 Estructura macromolecular de la lignina   
 
Como se ha mencionado anteriormente, el primer paso en la polimerización 
de la macromolécula de la lignina es la deshidrogenación oxidativa de los 
alcoholes p-hidroxicinamílicos dando lugar a radicales fenoxilos (Higuchi, 
1997; Boerjan et al., 2003). La frecuencia de unión entre las formas 
resonantes de estos radicales viene determinada por la densidad electrónica 
relativa de los diferentes carbonos y la estabilidad de los dímeros 
resultantes. La densidad del oxígeno fenólico favorece la formación de 
enlaces aril-éter principalmente (β-O-4’), los más frecuentes en la lignina 
(65%) (Fig. 3). Dado que la mayor parte de los C4 están implicados en 
enlaces aril-éter, el contenido en unidades fenólicas del polímero es sólo 
alrededor del 10%. No obstante, también existen uniones C-C de tipo β-5’, 
β-1’, β-β’ o 5-5’. 
Los primeros modelos estructurales de lignina de coníferas y frondosas 
se propusieron en los años 70 (Nimz, 1974; Adler, 1977). En 1951 
Freudemberg describió por primera vez un polímero deshidrogenativo 
(DHP) formado a partir del alcohol coniferílico, cuyas propiedades eran 
similares a la lignina de las coníferas (Freudenberg y Neish, 1968). No 
existen modelos detallados de la lignina de las plantas herbáceas excepto 
algunas aproximaciones (Sun et al., 1997). La Fig. 3 muestra un modelo 
esquemático de la lignina de frondosas con unidades S y G formando 
diferentes subestructuras diméricas mediante uniones β-O-4’, α-O-4’, β-1’, 
β-5’ (fenilcumarano) y β-β’ (pino/siringa-resinol). Recientemente, en 
ligninas de coníferas (y algunas angiospermas) estudiadas mediante 2D-
NMR se ha descrito una nueva estructura (trimérica) denominada 
dibenzodioxocina en la que los hidroxilos fenólicos de un bifenilo forman 
dos enlaces éter con los hidroxilos α y β de la cadena lateral de una tercera 
unidad (Fig. 4). 
 
1.4 Análisis de la lignina 
 
El estudio de la lignina resulta complejo por diferentes razones y se ha 
abordado desde diferentes perspectivas (Lin y Dence, 1992; Argyropoulos, 
1999). En primer lugar es difícil aislar la lignina del resto de los polímeros 
de la pared celular sin producir alteraciones en su estructura. La 
denominada milled wood lignin (MWL) es la lignina de elección a partir de 
madera mientras que el aislamiento de la lignina de las pastas es a menudo 
aún más problemático por su bajo contenido (ver Capítulo 2). Por otra 
parte, las metodologías analíticas son limitadas y hay que elegir entre 
técnicas destructivas, basadas en una degradación de la molécula, que dan 
lugar a reacciones colaterales o perdidas selectivas de determinadas 
estructuras (menos resistentes); o bien optar por técnicas no destructivas 
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que permiten analizar la muestra intacta, pero que ofrecen una información 
menos precisa y en ocasiones incompleta o de interpretación ambigua. Por 
todo ello, la forma más adecuada de abordar el estudio de la lignina es 
realizar una combinación de diferentes métodos, aportando cada uno de 
ellos una información específica. 
 
Fig. 3. Primer modelo estructural de lignina de angiospermas (haya), en el que 
se pueden observar diferentes tipos de uniones entre unidades: β-O-4’ (entre 2 y 
9); α-O-4’ (entre 1 y 2); β-1’ (entre 7 y 8); β-5’ y α-O-4’ (fenilcumarano) (entre 
14 y 15); β-β’ y α-O-γ’ (siringaresinol) (entre 21 y 22); 5-5’ (entre 9 y 10) 
(Nimz, 1974). Se indica la nomenclatura de los distintos carbonos (arriba, izda).
 
 Las técnicas destructivas se basan en la degradación del polímero de 
lignina a estructuras monoméricas o diméricas, las cuales son entonces 
identificadas. Las estructuras y los contenidos relativos o absolutos de los 
productos de degradación son utilizados como indicativos de la 
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γ 
Fig. 4. 2D-NMR de lignina de pino (MWL acetilada) (izda) mostrando las 
señales correspondientes a los CH-α (A), CH-β (B) y CH-γ (C-C’) en la 
estructura de dibenzodioxocina (dcha) (Karhunen et al., 1995). 
composición original de la lignina. Dentro de estos métodos destacamos la 
oxidación con permanganato, nitrobenceno u óxido de cobre, que dan 
información sobre la frecuencia de las distintas unidades (H, G o S); la 
acidolisis y tioacidolisis, que dan información semejante y además 
mantienen la cadena lateral de la lignina (Rolando et al., 1992); y la DFRC 
(derivatization followed by reductive cleavage) (Lu y Ralph, 1997), que 
permite analizar monómeros, dímeros y trímeros informando sobre los 
tipos de enlace y los porcentajes de unidades. Además de utilizar métodos 
químicos, la lignina también puede degradarse térmicamente mediante la 
pirólisis analítica acoplada a cromatografía de gases/espectrometría de 
masas (Py-GC/MS) (Meier y Faix, 1992), que permite conocer el 
porcentaje de los diferentes tipos de unidades y ciertas modificaciones de 
su estructura. Esta técnica puede llevarse a cabo en presencia de hidróxidos 
de alquil-amonio que dan lugar a una despolimerización alcalina de la 
lignina y metilación in situ (termoquimiolisis) (del Río et al., 1998), 
obteniendo unos patrones de degradación similares a los que se obtienen 
mediante los métodos de degradación química. 
Los métodos no destructivos evitan los artefactos que pueden generarse 
durante la degradación, química o térmica, de la lignina y se basan 
fundamentalmente en técnicas espectroscópicas. Entre ellas, la 
espectroscopía infrarroja de transformada de Fourier (FTIR), que nos 
permite detectar estructuras aromáticas y grupos funcionales, así como el 
contenido en unidades H, G y S de la lignina, o la espectroscopía 
ultravioleta (UV), utilizada fundamentalmente para la determinación de las 
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unidades fenólicas en la lignina (Tamminen y Hortling, 1999). Por último, 
la resonancia magnética nuclear (NMR) de 1H o 13C es uno de los métodos 
más empleados dentro de estas técnicas, ofreciéndonos una caracterización 
estructural en detalle de la lignina incluyendo los diferentes tipos de 
unidades y enlaces que se establecen entre ellas (Robert, 1992). En los 
últimos años se está empleando NMR en dos (2D-NMR) y tres 
dimensiones (3D-NMR), en las que se establecen correlaciones 1H-13C 
entre otras. Estas técnicas están proporcionando una información detallada 
de la estructura de la lignina y resolviendo señales que aparecían solapadas 
en los espectros unidimensionales (Capanema et al., 2001; Ralph et al., 
2001; Liitiä et al., 2003). A través de ellas se han podido identificar nuevas 
estructuras en el polímero de la lignina, como las dibenzodioxocinas 
mencionadas anteriormente (Fig. 4). 
 
 
2. Fabricación de papel 
 
La fabricación de papel y productos relacionados es uno de los principales 
usos industriales de la biomasa lignocelulósica a nivel mundial. En un 
entorno más próximo, hay que mencionar que la Unión Europea es el 
segundo productor mundial de pasta de papel, representando la cadena 
madera-pasta-impresión alrededor de un 10% de nuestra actividad 
industrial (Fig. 5). Nuestro país contribuye de forma significativa con 
ciertos tipos de pastas de alta calidad, como pasta de madera de eucalipto 
totalmente libre de cloro y pastas de plantas herbáceas para papeles 
especiales. 
 
2.1 Obtención de pasta de papel 
 
La fabricación de pasta de papel consiste en la separación de las fibras de 
celulosa, que se encuentran cementadas por la lámina media compuesta 
fundamentalmente de lignina utilizando métodos físicos o químicos 
(Fengel y Wegener, 1984; Sjöström, 1993). El proceso de fabricación de 
pasta de papel es conocido como pasteado. 
 El pasteado físico separa las fibras por fragmentación mecánica 
utilizando molinos y refinos de discos, lo que supone un considerable gasto 
energético. Es un proceso que ofrece un gran rendimiento (hasta un 99% 
del material inicial), obteniéndose pastas que resultan ventajosas para 
algunos tipos de papel, ya que confieren rigidez, volumen y opacidad. No 
obstante, el alto contenido de lignina en la pasta va en detrimento de la 
calidad del papel ya que las fibras son poco flexibles, no están bien unidas 
entre sí y el papel es poco resistente y tiende a amarillear con el sol (por 
oxidación de la lignina residual y otros componentes de la pasta). 
 11
Capítulo 1                                                                                                        
 
Pasta, papel y 
productos papeleros 
3% 
Imprenta y 
reproducción 
5% 
Equipos informáticos 
11%
Madera y productos 
madereros 
2%
Minerales no 
metálicos 
11% 
Metalurgia 
12% 
Automóvil 
12% 
Maquinaria de oficina y 
eléctrica 
11%
Otros 
11%
Alimentación 
11% 
Química 
12%
Fig. 5. Distribución sectorial de la actividad industrial en la Unión 
Europea (Confederation of European Paper Industries, 2001). 
  
 El pasteado químico disuelve y extrae una buena parte de la lignina 
utilizando reactivos químicos a altas temperaturas. Puede realizarse en 
condiciones alcalinas, utilizando por ejemplo sulfuro sódico e hidróxido 
sódico (pasteado kraft), o únicamente hidróxido sódico (pasteado a la sosa 
de fibras no madereras) y en condiciones ácidas, utilizando por ejemplo 
bisulfito sódico que disuelve la lignina en forma de lignosulfonatos 
(pasteado al sulfito). En la deslignificación en condiciones alcalinas a 
menudo se utiliza antraquinona como catalizador. También se emplean 
solventes orgánicos para el pasteado organosolv de diferentes maderas 
incluyendo el eucalipto (Gilarranz et al., 1999). El pasteado kraft es el más 
extendido a nivel mundial (más del 50% del total de pasta) al permitir 
obtener pastas con una gran resistencia, aunque con menor rendimiento 
(alrededor del 50% del material inicial), a partir de diferentes tipos de 
maderas incluyendo el eucalipto (García Hortal y Colom, 1992; Santos et 
al., 1997). Este proceso libera una lignina degradada, denominada lignina 
kraft (Fig. 6), en la que se ha producido la ruptura de los enlaces éter, entre 
otras reacciones. La lignina kraft se utiliza como fuente de energía en la 
fábrica al mismo tiempo que se recupera los reactivos químicos. 
 La lignina residual que queda en la pasta kraft ha sufrido reacciones de 
oxidación y es responsable del color oscuro de estas pastas. Por ello, para la 
 12
Biotecnología en la industria papelera 
obtención de papeles de escritura y otros es necesario eliminar la lignina 
residual mediante un proceso de blanqueo. 
 
2.2 Blanqueo de la pasta de papel 
 
El objetivo del proceso de blanqueo es incrementar la blancura de la pasta 
ya sea por eliminación o modificación de la lignina residual y sus 
productos de degradación (Fengel y Wegener, 1984). Estos compuestos 
pueden ser químicamente transformados in situ para disminuir sus 
características de absorción de la luz, o ser oxidados, reducidos o 
hidrolizados para hacerlos solubles y eliminarlos de la pasta (mediante una 
extracción alcalina). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Fig. 6. Modelo de lignina kraft (Marton, 1969). Puede observarse el alto 
porcentaje de unidades fenólicas, la degradación oxidativa de ciertas cadenas 
laterales, la presencia de grupos cromóforos y cierto contenido de azufre 
procedente de los reactivos de la cocción. 
 
 Entre los agentes oxidantes para la degradación y eliminación de la 
lignina de la pasta, el cloro (Cl2) ha sido el reactivo químico utilizado 
tradicionalmente (Tabla 1). Sin embargo, su uso comporta importantes 
problemas ambientales debido a la liberación de clorofenoles y otros 
compuestos organoclorados (incluyendo dioxinas policloradas) a los 
efluentes. Las presiones ambientales así como normativas legales más 
restrictivas han hecho que la industria papelera de la mayor parte de los 
países desarrollados haya eliminado el uso del cloro de sus procesos de 
blanqueo, siendo sustituido por dióxido de cloro (ClO2) o hipoclorito 
sódico (NaClO) en los denominados blanqueos ECF (elemental chlorine 
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free) (Nelson, 1998). Aunque los problemas medioambientales derivados 
del blanqueo ECF son inferiores a los del blanqueo con cloro, la industria 
papelera más avanzada (incluyendo la industria escandinava y una parte de 
la española) está apostando por la eliminación total de reactivos que 
contengan cloro en los denominados blanqueos TCF (totally chlorine free) 
(Nelson, 1998). La eliminación del cloro o derivados requiere la utilización 
de otros agentes de blanqueo, como el oxígeno o peróxido de hidrógeno, 
pero la combinación  de estos dos agentes no es suficiente para obtener la 
misma eficiencia de las secuencias ECF. La utilización del ozono (con un 
coste elevado) y la introducción de tratamientos enzimáticos, como las 
xilanasas y oxidoreductasas ligninolíticas (lacasas y peróxidasas descritas 
en el apartado 4.2), ofrecen grandes posibilidades para la obtención de 
pastas con características similares a las ECF, pero blanqueadas sin utilizar 
reactivos clorados. 
 
 
Tabla 1. Cuadro resumen de los principales reactivos 
combinados en las secuencias de blanqueo de la pasta de 
papel. 
C Cl2  
H NaClO 
D ClO2
Secuencias ECF 
O O2 y NaOH 
P H2O2
Z O3
X Xilanasas 
Secuencias TCF 
E NaOH (extración alcalina)  
 
 
3. Biodegradación de la lignocelulosa 
 
Como hemos mencionado anteriormente, la lignina es probablemente el 
compuesto orgánico natural más recalcitrante a la biodegradación. Una vez 
que los árboles y otras plantas mueren y su biomasa se incorpora al suelo, 
este material recalcitrante debe ser biodegradado y reciclado por los 
microorganismos para mantener el ciclo natural del carbono tal como se 
describe en diferentes revisiones (Crawford, 1981; Eriksson et al., 1990; 
Kirk y Cullen, 1998; Pérez et al., 2002; Martínez et al., 2005; Goodell et 
al., 2006). Este fenómeno convierte a los organismos ligninolíticos en 
potenciales herramientas para el desarrollo de tecnologías respetuosas con 
el medio ambiente en la fabricación de pasta de papel.  
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3.1 Organismos ligninolíticos 
 
Los hongos ligninolíticos son los únicos organismos capaces de 
despolimerizar y mineralizar el polímero de lignina. Algunos ascomicetos, 
deuteromicetos y bacterias producen una degradación limitada de la madera 
conocida como podredumbre blanda. Este tipo de podredumbre ocurre 
generalmente en maderas con un alto porcentaje de humedad. Algunos 
hongos de tipo basidiomiceto son capaces de degradar extensivamente la 
madera dando lugar a los procesos de podredumbre blanca y de 
podredumbre parda. En el primer caso la degradación de la lignina hace 
que la madera adquiera un color blanco por la presencia de celulosa. 
Algunos hongos de podredumbre blanca (como Ceriporiopsis 
subvermispora o Pleurotus eryngii) son capaces de llevar a cabo una 
degradación preferente de la lignina lo que les confiere un considerable 
interés biotecnológico (Blanchette et al., 1992; Martínez et al., 1994a; 
Martínez et al., 1995) (Fig. 7). Los hongos de podredumbre parda alteran la 
relación entre la lignina y los polisacáridos, de manera que, sin degradar la 
lignina, producen la hidrólisis de los polisacáridos. La acumulación de 
lignina da lugar a un color pardo, al que deben su nombre. Por último, 
existe una serie de ascomicetos (incluyendo especies de Ophiostoma) y 
deuteromicetos capaces de colonizar la madera degradando principalmente 
los lípidos y causando coloraciones por la producción de pigmentos 
(hongos de tinción de la madera).  
 
 
Fig. 7. Separación de las fibras de la madera por un 
basidiomiceto de podredumbre blanca (Ganoderma australe) 
dando lugar a un material de características semejantes a la 
pasta de papel (microscopía electrónica de barrido, x 125) 
(Barrasa et al., 1992). 
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3.2 Enzimas ligninolíticas   
 
Los hongos ligninolíticos han desarrollado un sistema relativamente 
inespecífico, extracelular y de naturaleza oxidativa para la degradación del 
polímero de lignina. Este proceso se ha descrito como una “combustión 
enzimática” (Kirk y Farrell, 1987). El sistema incluye peroxidasas de 
elevado potencial redox, lacasas con actividad fenoloxidasa y oxidasas que 
aportan peróxido de hidrógeno, junto con compuestos de bajo peso 
molecular que actúan como mediadores redox, entre otras funciones 
(Hatakka, 2001; Higuchi, 2004; Cullen y Kersten, 2004; Martínez et al., 
2005). El ataque inicial a la lignina se produce extracelularmente y las 
unidades de lignina son oxidadas monovalentemente a radicales libres 
(generalmente de tipo catiónico), los cuales sufren diferentes reacciones 
químicas (ver apartado 3.3). Los compuestos de bajo peso molecular 
procedentes de la despolimerización de la lignina son finalmente 
metabolizados intracelularmente hasta CO2 y H2O2. 
 Una gran parte de los estudios sobre la degradación enzimática de la 
lignina se ha llevado a cabo con el basidiomiceto de podredumbre blanca 
Phanerochaete chrysosporium (ver apartado siguiente). La reciente 
disponibilidad del genoma completo de este hongo ha abierto grandes 
posibilidades para la identificación y posible utilización del conjunto de 
enzimas implicadas en la biodegradación de la lignocelulosa (Martínez et 
al., 2004). 
 
3.2.1 Peroxidasas ligninolíticas 
 
Las peroxidasas ligninolíticas son hemoproteínas de alto potencial redox 
capaces de catalizar la oxidación de la lignina tras la activación del hierro 
del grupo hemo por el peróxido de hidrógeno. La primera peroxidasa 
ligninolítica, lignina peroxidasa (LiP), se identificó en el hongo P. 
chrysosporium. Oxida compuestos aromáticos de alto potencial redox, 
como el alcohol veratrílico y dímeros modelo de lignina de tipo no 
fenólico, a sus radicales catiónicos. Posteriormente se descubrió la 
manganeso peroxidasa (MnP) también en cultivos de P. chrysosporium. 
Esta peroxidasa mostró una dependencia absoluta de iones Mn2+ para 
completar su ciclo catalítico y oxidar fenoles u otros sustratos a través del 
Mn3+ (quelado con ácidos orgánicos secretados por los hongos). Sin 
embargo, en presencia de lípidos insaturados es capaz de degradar dímeros 
modelo de lignina de tipo no fenólico (Bao et al., 1994). Aunque estas dos 
peroxidas fueron descritas inicialmente en P. chrysosporium (Gold y Alic, 
1993; Cullen y Kersten, 2004), con el tiempo han sido identificadas en un 
gran número de especies fúngicas (Peláez et al., 1995; Hatakka, 2001). 
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 Recientemente se ha descrito un tercer tipo de peroxidasa ligninolítica  
denominada peroxidasa versátil (VP) (Martínez et al., 1996; Ruiz-Dueñas 
et al., 2001) por su capacidad para oxidar tanto Mn2+ como diferentes 
compuestos aromáticos (fenólicos y no fenólicos) y colorantes. La VP fue 
descrita en Pleurotus eryngii, un hongo caracterizado por su capacidad para 
deslignificar diferentes materiales lignocelulósicos (Martínez et al., 1994a) 
pero posteriormente se ha encontrado también en otras especies de los 
géneros Pleurotus y Bjerkandera. Esta nueva peroxidasa constituye un 
interesante modelo de estudio en el que se han identificado las bases 
estructurales de la oxidación de diferentes sustratos (Ruiz-Dueñas et al., 
1999; Camarero et al., 1999; Banci et al., 2003; Pérez-Boada et al., 2005; 
Pogni et al., 2006). 
 El interés por sus posibles aplicaciones biotecnológicas ha dado lugar a 
un gran progreso en el conocimiento a nivel molecular de las relaciones 
entre la estructura y la función de las peroxidasas ligninolíticas (Gold et al., 
2000; Martínez, 2002). 
 
3.2.2 Lacasas 
 
Su presencia constituye una característica típica de los hongos de 
podredumbre blanca (Käärik, 1965). Son fenoloxidasas que oxidan fenoles 
sustituidos y aminas aromáticas utilizando O2 como aceptor final de 
electrones (Thurston, 1994; Leonowicz et al., 2001; Mayer y Staples, 
2002). Incluyen cuatro iones cobre por molécula, uno de los cuales (tipo 1) 
está implicado en la oxidación de los sustratos mientras que el resto (tipos 2 
y 3) participan en el transporte de electrones hasta el O2. Su bajo potencial 
redox sólo les permite oxidar directamente compuestos fenólicos. Sin 
embargo, en presencia de mediadores redox son capaces de oxidar las 
unidades no fenólicas (Bourbonnais y Paice, 1990). Estos mediadores se 
comportan como transportadores de electrones difusibles entre la lignina y 
la enzima (ver apartado 4.2). 
 
3.2.3 Oxidasas productoras de H2O2
 
Las oxidasas constituyen una fuente enzimática de H2O2 que es formado 
durante la parte reductora de su ciclo catalítico. Se ha sugerido que la 
glucosa oxidasa, metanol oxidasa o piranosa oxidasa podrían aportar el 
H2O2 requerido por las peroxidasas ligninolíticas (Cullen y Kersten, 2004). 
Sin embargo la mayor parte de los estudios sobre generación de H2O2 en P. 
chrysosporium se han centrado en la enzima extracelular glioxal oxidasa 
(Kersten y Kirk, 1987). Se da la circunstancia de que esta enzima no parece 
ser producida por varios hongos que degradan activamente la lignina, 
incluyendo las especies de los géneros Pleurotus y Bjerkandera 
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mencionados anteriormente como productores de VP. En su lugar estos 
hongos producen otra oxidasa extracelular denominada aril-alcohol oxidasa 
(AAO) (Guillén et al., 1992). Mientras que en la glioxal oxidasa el cofactor 
(que es reoxidado por el O2) es un ión cobre (Whittaker et al., 1996), en la 
AAO es una molécula de flavina (Ferreira et al., 2005). Uno de los mejores 
sustratos de la AAO, el p-anisaldehído, es uno de los principales 
metabolitos extracelulares secretados por los hongos del genero Pleurotus 
(Gutiérrez et al., 1994). Su reciclado redox, en el que participa una aril-
alcohol deshidrogenasa (AAD) intracelular junto con la AAO, es el 
mecanismo de producción de H2O2 extracelular por estos hongos (Guillén y 
Evans, 1994). Este H2O2 también puede participar en la degradación de la 
lignina a través de la generación de especies activas de oxígeno, como el 
OH• generado en de la reacción de Fenton (Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH- + 
OH•). 
 
3.3 Principales reacciones en la biodegradación de la lignina 
 
En la Fig. 8 se muestra un esquema general de la biodegradación de la 
lignina por especies del género Pleurotus. Es interesante que estos hongos, 
al igual que otras especies que degradan la lignina selectivamente (como C. 
subvermispora) no producen LiP (Lobos et al., 2001; Martínez et al., 
2005). En el esquema se indica el papel de las diferentes enzimas y las 
diferentes reacciones producidas: a) oxidación de unidades de lignina (no 
fenólicas) por VP y lacasa-mediador; b) rotura del enlace éter en el C4 
formándose un radical fenoxilo; c) apertura del anillo aromático; d) rotura 
Cα-Cβ formándose un grupo carbonilo; e) reacciones de 
desmetilación/desmetoxilación; f) repolimerización de radicales 
aromáticos; g) reducción de radicales fenoxilo; h-i) formación de 
quinonas/hidroquinonas; j) reducción de aldehídos aromáticos por AAD; k) 
oxidación de alcoholes aromáticos por la AAO con producción de H2O2; l) 
reducción de quinonas por quinona reductasas (QR) miceliares; m) 
oxidación de quinonas o hidroquinonas por lacasa o VP vía semiquinonas, 
con reducción del O2 a anión superóxido (O2•-); n) generación de OH• por 
reacción de Fenton; y o) ataque no enzimático a la lignina por el OH•, 
cuando las enzimas ligninolíticas no pueden penetrar en la pared celular 
debido a los impedimentos estéricos que presenta su estructura compacta. 
 
 
4. Biotecnología en la industria papelera 
 
El actual interés por la aplicación de la biotecnología en los procesos de 
fabricación de pasta de papel es consecuencia de las posibilidades que 
ofrecen los tratamientos biológicos y de las restricciones medioambientales 
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impuestas sobre estos procesos (Bajpai y Bajpai, 1998; Kenealy y Jeffries, 
2003; Mansfield y Esteghlalian, 2003). En este sentido, la capacidad de los 
hongos ligninolíticos de degradar el polímero de lignina les ha convertido 
en potenciales herramientas para su aplicación a lo largo del proceso. Estas 
aplicaciones están relacionadas con el ahorro de energía y reactivos en la 
producción de la pasta (biopasteado) y la eliminación de reactivos clorados 
durante el blanqueo (bioblanqueo). Otras aplicaciones están relacionadas 
con el control biológico del pitch utilizando organismos con capacidad de 
degradar los extraíbles de la madera (Gutiérrez et al., 2001). 
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Fig. 8. Esquema de la degradación de la lignina por Pleurotus y otros hongos 
(Martínez et al., 2005). Ver explicación de las diferentes reacciones en el 
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 Los tratamientos biotecnológicos pueden aplicarse a nivel de la materia 
prima (mediante hongos) o a nivel de la pasta (mediante enzimas). 
 
4.1 Tratamiento de la materia prima 
 
Uno de los objetivos del tratamiento de la materia prima con hongos 
(generalmente en condiciones de fermentación en estado sólido) es 
conseguir una eliminación parcial de la lignina previa a cualquier tipo de 
pasteado. Así, en el pasteado mecánico, el tratamiento tiene como objetivo 
reducir el consumo de energía, mientras que en el pasteado químico, 
disminuir el consumo de los reactivos utilizados en la cocción. 
 El biopasteado mecánico ha sido el más estudiado y fue en los años 70 
(durante la crisis energética del petróleo) cuando se empezó a investigar. 
En los primeros trabajos se trató madera de pino con P. chrysosporium, 
obteniéndose hasta un 30% de ahorro en la energía de refino (Ander y 
Eriksson, 1977). Sin embargo, no se logró optimizar la degradación 
selectiva de la lignina aún utilizando cepas mutadas no celulolíticas. Por 
este motivo, las investigaciones posteriores se centraron en otros 
basidiomicetos de podredumbre blanca que tuvieran la capacidad de 
degradar selectivamente la lignina dejando un residuo rico en celulosa (ver 
apartado 3.1). En este sentido, C. subvemispora ha sido uno de los hongos 
más estudiados para el pretratamiento de maderas de coníferas y frondosas, 
produciendo un ahorro de hasta un 40% de energía de refino así como 
mejoras en la resistencia del papel (Young y Akhtar, 1998). Aunque el 
pasteado kraft es el más extendido, existen pocos estudios sobre 
biopasteado químico. 
 El pretratamiento de la madera para evitar los depósitos de pitch ha sido 
también estudiado en los últimos años (Gutiérrez et al., 2001). El término 
pitch se refiere a los depósitos originados por compuestos lipofílicos, que 
forman parte de los extraíbles de la madera, incluyendo triglicéridos, 
esteroles y ácidos resínicos (Back y Allen, 2000). Estos depósitos afectan 
tanto al proceso de producción como a la calidad del producto final, lo que 
conlleva a grandes pérdidas para el sector. Existen en el mercado productos 
(Cartapip®) basados en hongos de tinción de la madera degradadores de 
extraíbles como Ophiostoma piliferum. Este producto es efectivo sobre 
madera de coníferas con un alto contenido en triglicéridos, pero no es 
efectivo degradando esteroles libres y esterificados (mayoritarios en la 
madera de eucalipto). Esto ha llevado a ensayar otros hongos capaces de 
degradar los extraíbles lipofílicos en la madera de eucalipto como un 
pretratamiento en el pasteado kraft y blanqueo TCF (Gutiérrez et al., 2000). 
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4.2 Tratamiento de la pasta 
 
Las aplicaciones biotecnológicas a este nivel han estado principalmente 
encaminadas al desarrollo de métodos de blanqueo alternativos con dos 
objetivos: 1) disminuir el uso de cloro o sus derivados en aquellas 
secuencias en las que se siguen utilizando; y 2) obtener pastas blanqueadas 
en secuencias TCF con unas propiedades tan buenas como las pastas 
obtenidas en las secuencias ECF. 
 Las xilanasas fueron las primeras enzimas utilizadas para el blanqueo de 
pastas de papel (Viikari et al., 1994). Actúan catalizando la hidrólisis de los 
xilanos que se encuentran  entre las microfibrillas de celulosa y la lignina. 
Al desaparecer la unión entre estas estructuras, la lignina puede eliminarse 
con mayor facilidad. Además, mejora la penetración de los agentes de 
blanqueo al eliminar el xilano que reprecipita en la superficie de las fibras 
tras el pasteado kraft. Por todo ello, disminuye tanto el consumo de 
clorados (hasta un 35%) como la toxicidad de los efluentes. Estas mejoras 
han llevado a las xilanas a su implantación industrial (Kenealy y Jeffries, 
2003; Bajpai, 2004). Sin embargo, existen dos inconvenientes en la 
utilización de las xilanasas relacionados con: i) el descenso del rendimiento 
en pasta; ii) y el aumento de la demanda biológica de oxígeno (DBO) de 
los efluentes. Ambos inconvenientes se deben a la falta de especificidad de 
estas enzimas eliminando la lignina. 
 Una alternativa en el proceso de blanqueo es la utilización de los hongos 
ligninolíticos y/o sus enzimas (lacasas y peroxidasas) capaces de degradar 
la lignina de una forma selectiva. La ventaja del tratamiento enzimático 
sobre el uso de cultivos de hongos es que, además de realizarse en tiempos 
cortos, muestra una alta especificidad por la lignina, evitando la hidrólisis 
de los carbohidratos de la pasta y reduciendo por tanto la pérdida de 
rendimiento (Paice et al., 1995). Se han conseguido resultados interesantes 
utilizando peroxidasas que oxidan Mn2+, sin embargo los resultados más 
prometedores tras comparar diferentes enzimas se han encontrado 
utilizando lacasas en presencia de mediadores (Sigoillot et al., 2005). 
 La base del sistema lacasa-mediador es el uso de compuestos de bajo peso 
molecular que, una vez oxidados por la enzima a radicales estables, actúan 
como intermediarios redox oxidando compuestos que en principio no son 
sustratos de la lacasa (como las unidades no fenólicas de la lignina). Este 
hecho, junto con la utilización de O2 como aceptor final de electrones 
(frente al H2O2 utilizado por las peroxidasas ligninolíticas) hace a estas 
enzimas altamente interesantes para el blanqueo de pasta de papel. Tal 
como se muestra en la Fig. 9, el O2 oxida a la lacasa (con formación de 
H2O), después ella se reduce oxidando al mediador hasta un radical libre 
estable que, a su vez, oxida la lignina presente en la pasta. El primer 
mediador descrito fue el ácido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
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sulfónico) (ABTS) (Bourbonnais y Paice, 1990), pero los mediadores más 
efectivos  descritos  hasta la fecha  son aquellos  que contienen un  grupo    
-NOH-, como el 1-hidroxibenzotriazol (HBT), ácido violúrico (VIO) o N-
hidroxiacetanilida (NHA) (Fig. 9) (Call y Mücke, 1997; Bourbonnais et al., 
1997; Xu et al., 2001). Desde su descripción, los sistemas lacasa-mediador 
han sido investigados con éxito para la deslignificación y blanqueo de 
diferentes pastas de papel (Bourbonnais y Paice, 1996; Nelson et al., 1998; 
Sealey et al., 1999; García et al., 2003; Camarero et al., 2004). El elevado 
coste y los posibles problemas de toxicidad de algunos mediadores han 
dirigido las investigaciones a la búsqueda de mediadores alternativos, 
incluyendo algunos metabolitos fúngicos así como productos resultantes de 
la degradación de la lignina (Gutiérrez et al., 1994; Martínez et al., 1994b; 
Eggert et al., 1996; Johannes y Majcherczyk, 2000) (ver Capítulo 8). 
 Recientemente se ha encontrado una nueva utilidad de los sistemas 
lacasa-mediador en el control del pitch (Gutiérrez et al., 2006a; Gutiérrez et 
al., 2006b). El sistema lacasa-HBT es capaz de degradar hasta el 100% de 
los compuestos lipofílicos (incluyendo los más problemáticos como ácidos 
resínicos y esteroles) lo que hace posible su aplicación a diferentes tipos de 
pastas (de coníferas, frondosas y plantas herbáceas). Los métodos 
anteriores para el control enzimático del pitch se basan en lipasas, como la 
Resinasa A® de Novozymes, que sólo son efectivas para la eliminación de 
triglicéridos en pastas mecánicas de coníferas. También se han estudiado 
esterol esterasas capaces de hidrolizar simultáneamente triglicéridos y 
ésteres de esterol (Calero-Rueda et al., 2002) aunque posteriormente es 
necesario eliminar los esteroles libres. 
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 Fig. 9. Mecanismo de actuación del sistema lacasa-mediador (arriba) y 
formulas químicas de dos mediadores sintéticos (ABTS y HBT) (abajo).  
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5. Objetivos de la tesis 
 
La madera de eucalipto constituye una materia prima con gran potencial 
para la fabricación de pasta de papel debido al rápido crecimiento de las 
especies utilizadas con fines papeleros. España posee las condiciones 
adecuadas y ha desarrollado la tecnología necesaria para la fabricación de 
pasta a partir de la madera de eucalipto (Eucalyptus globulus). Esta tesis 
parte del interés de blanquear pasta kraft de eucalipto mediante secuencias 
TCF en las que se incluyan técnicas biotecnologías basadas en tratamientos 
enzimáticos (lacasa-mediador), así como conocer los cambios producidos 
en la composición de la lignina residual a lo largo de secuencias de 
blanqueo basadas en tratamientos enzimáticos. Para ello era necesario 
obtener preparaciones representativas de las ligninas residuales.  
Por todo ello, los objetivos planteados fueron: optimización de un 
método de aislamiento y purificación de lignina residual de pastas kraft de 
eucalipto, basado en la hidrólisis enzimática de la pasta mediante la 
utilización de enzimas de tipo celulasa (Capítulo 2); selección de la enzima 
y las condiciones de tratamiento para la deslignificación de pasta kraft de 
eucalipto utilizando el sistema lacasa-mediador (Capítulo 5); integración 
del sistema lacasa-mediador optimizado en una secuencia TCF de tipo 
industrial utilizando reactores presurizados (Capítulo 6); y aislamiento y 
caracterización química de la lignina residual a lo largo de la secuencia de 
blanqueo de la pasta de eucalipto que incluye el tratamiento lacasa-
mediador (Capítulo 3 y 7). Esta caracterización se realizará mediante 
técnicas espectroscópicas (FTIR y 2D-NMR), que informa sobre los 
principales grupos funcionales y enlaces en la lignina, y técnicas 
degradativas (Py-GC/MS), que indican el porcentaje de los diferentes tipos 
de unidades y ciertas modificaciones de su estructura. Además, se plantea 
caracterizar químicamente ligninas procedentes de plantas herbáceas 
utilizadas en la fabricación de papel y compararlas con la de eucalipto 
(Capítulo 4). Las plantas anuales constituyen una materia prima alternativa 
a la madera debido a su gran tasa de crecimiento y adecuación a diferentes 
suelos así como una fuente de pastas de alta calidad para papeles 
especiales. Finalmente, como alternativa a los mediadores sintéticos en los 
sistemas lacasa-mediador, el último objetivo es la búsqueda de nuevos 
mediadores naturales basados en compuestos naturales producidos durante 
la degradación de la lignina (Capítulo 8). 
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Aislamiento de ligninas residuales de alta pureza a partir de 
pastas de eucalipto mediante tratamientos con celulasa y 
proteinasa seguidos de extracción con solventes1
 
 
 
 
 
 
Resumen. Dentro de los estudios sobre blanqueo de pasta de papel 
respetuoso con el medio ambiente, se desarrolló un método enzimático para 
el aislamiento de las ligninas residuales de pasta de eucalipto. El método se 
basó en la hidrólisis y completa solubilización de la celulosa de la pasta 
utilizando una combinación de celulasa de Trichoderma reseii y β-
glucosidasa de Aspergillus niger, seguida de purificación de la lignina 
utilizando proteasa de Bacillus licheniformis (para hidrolizar la celulasa 
contaminante) y extracción con dimetilacetamida y NaOH. Este método se 
aplicó sobre pasta kraft de eucalipto no blanqueada y blanqueada mediante 
una secuencia totalmente libre de cloro. Las diferentes fracciones obtenidas 
se analizaron por espectroscopía infrarroja de transformada de Fourier y 
pirólisis analítica acoplada a cromatografía de gases/espectrometría de 
masas para evaluar el efecto de los diferentes pasos del aislamiento y 
optimizar el procedimiento de aislamiento de la lignina. Dependiendo del 
tipo de pasta y su grado de deslignificación la mayor parte de la lignina se 
recuperó del hidrolizado de la celulasa o del residuo no hidrolizable. Fue 
posible obtener ligninas con una alta pureza mediante un nuevo método de 
aislamiento que incluyó una doble purificación con solventes tras combinar 
las dos fracciones procedentes del tratamiento con proteasa. Este método 
está siendo utilizado para analizar el efecto de los reactivos libres de cloro 
(incluyendo enzimas) en secuencias de blanqueo no contaminantes.  
                                                
1Ibarra, D., del Río, J.C., Gutiérrez, A., Rodríguez, I.M., Romero, J., Martínez, 
M.J., Martínez, A.T. (2004). Isolation of high-purity residual lignins from 
eucalypt paper pulps by cellulase and proteinase treatments followed by solvent 
extraction. Enz. Microb. Technol. 35: 173-181. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
Las enzimas que degradan la lignocelulosa- que incluyen hidrolasas que 
actúan sobre celulosa y hemicelulosas y oxidoreductasas implicadas en la 
degradación de lignina- tienen un alto interés en diferentes sectores 
industriales tales como la fabricación de pasta de papel. Esto incluye el uso 
de enzimas no sólo en procesos de producción respetuosos con el medio 
ambiente, sino también su formulación en productos comerciales y su 
utilización como herramientas analíticas (Eriksson, 1990; Viikari et al., 
1996; Bajpai y Bajpai, 1998). 
Las pastas de papel de alta calidad son obtenidas mediante procesos de 
pasteado químico (siendo la cocción kraft el más común), el objetivo de los 
cuales es despolimerizar parcialmente y disolver la lignina que actúa como 
pegamento entre las fibras de la madera (Fengel y Wegener, 1984). A causa 
de su naturaleza recalcitrante, una cierta cantidad de lignina residual 
permanece en la pasta y, debido a su alteración oxidativa durante la 
cocción, es responsable del color oscuro de las pastas. El peróxido, 
oxígeno, ozono y enzimas que degradan la lignocelulosa son alternativas 
respetuosas con el medio ambiente a los reactivos clorados (Cl2, ClO2 y 
NaOCl) en nuevas secuencias de blanqueo totalmente libres de cloro (TCF) 
(Axegård et al., 1992; Bajpai y Bajpai, 1998). El análisis de las ligninas de 
las pastas es un aspecto importante para desarrollar procesos industriales 
limpios. Sin embargo, el aislamiento de la lignina residual de la pasta es a 
menudo una tarea complicada debido a que la lignina se encuentra unida 
químicamente a los carbohidratos.  
El aislamiento enzimático con enzimas celulolíticas (Hortling et al., 
1990) representa una atractiva alternativa al aislamiento químico de lignina 
residual (Gellerstedt y Pranda, 1994), el cual está generalmente basado en 
un tratamiento de la pasta con dioxano-agua-HCl (acidolisis). Durante el 
aislamiento enzimático la mayor parte de los carbohidratos de la pasta son 
hidrolizados obteniéndose fracciones enriquecidas en lignina. Este tipo de 
aislamiento es el más apropiado para liberar una lignina residual 
estructuralmente representativa de la lignina que se encuentra in situ en la 
pasta, pero las preparaciones obtenidas están a menudo fuertemente 
contaminadas.  
El objetivo del presente estudio fue optimizar un método enzimático para 
el aislamiento de lignina residual de pastas kraft de madera de eucalipto no 
blanqueadas y blanqueadas mediante un proceso TCF. Con este propósito, 
se utilizó un cóctel enzimático con actividades endocelulasa (que corta al 
azar las cadenas de celulosa), exocelulasa (que libera unidades terminales 
de celobiosa) y β-glucosidasa (que hidroliza la celobiosa) (Wood y Bhat, 
1988). Para estimar la pureza de las diferentes fracciones se utilizaron 
espectroscopía infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) y pirólisis 
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analítica acoplada a cromatografía de gases/espectrometría de masas (Py-
GC/MS). La región media del infrarrojo presenta bandas características de 
la lignina y puede proporcionar una estimación global de la contaminación 
de proteína y de carbohidrato (Faix, 1992; Vázquez et al., 1997; Martínez 
et al., 1999). La Py-GC/MS es una poderosa herramienta analítica para el 
análisis rápido de mezclas complejas de polímeros incluyendo materiales 
lignocelulósicos (Meier y Faix, 1992; Galletti y Bocchini, 1995; del Río et 
al., 2002). En el caso de la madera, la composición de la lignina en 
términos de unidades p-hidroxifenilpropano (H), guayacilpropano (G) y 
siringilpropano (S) puede ser analizada in situ por Py-GC/MS del material 
completo (Meier y Faix, 1992; Higuchi, 1997). Sin embargo, un análisis 
preciso de la lignina en pastas, utilizando Py-GC/MS y otras técnicas (e.g. 
NMR), a menudo requiere el aislamiento de ligninas residuales inalteradas 
como se describe en el presente estudio. 
 
  
2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1 Muestras de pastas 
 
Las pastas de eucalipto (Eucalyptus globulus) se obtuvieron después de la 
cocción kraft y blanqueo TCF en la fábrica de ENCE en Pontevedra 
(España). Se utilizó pasta cruda (no blanqueada) con un índice kappa de 
15,2 (que corresponde a un contenido aproximado en lignina del 2,2%) y 
una blancura de 40% ISO, y la misma pasta blanqueada mediante una 
secuencia O-Q-PoP (incluyendo etapas de oxígeno, quelato, peróxido bajo 
oxígeno presurizado y peróxido atmosférico) con un índice kappa de 6,3 
(que corresponde aproximadamente a un contenido en lignina del 0,9%) y 
una blancura de 90% ISO. Las muestras se conservaron (-20ºC) en estado 
húmedo (con un contenido aproximado de materia seca del 30%). 
 
2.2 Enzimas celulolíticas 
 
Se compararon las siguientes enzimas comerciales con actividades 
celulolíticas: celulasa R-10 suministrada por Onozuka; Econase CEP de 
Trichoderma reseii suministrada por AB-Enzymes; celulasa 22173 de T. 
reseii y β-glucosidasa de Aspergillus niger suministradas por Fluka; 
Celluclast 1.5L y Novozym 188 de A. niger suministradas por Novozymes; 
y β-glucosidasa de almendra G-0395 suministrada por Sigma. Sus 
actividades endocelulasa (E.C.3.2.1.4), exocelulasa (E.C.3.2.1.91) y β-
glucosidasa (E.C.3.2.1.21) se compararon utilizando: Avicel (Merck), papel 
de filtro (Albert), pastas de eucalipto cruda y TCF (ENCE) para la 
actividad celulasa total (exocelulasa); y los sustratos específicos 
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carboximetilcelulosa (Serva) y p-nitrofenil-glucósido (Sigma) para las 
actividades endocelulasa y β-glucosidasa, respectivamente (International 
Organisation for Standardization Documentation and Information (ISO), 
1998). Las actividades enzimáticas se analizaron por la liberación de 
azúcares reductores (Wood y Bhat, 1988) o por la liberación de p-
nitrofenol (ε412 15200 M-1cm-1). 
 
2.3 Optimización de la hidrólisis enzimática 
 
Para la optimización de la hidrólisis con celulasa, se incubaron muestras 
(1,1 g peso seco) de pastas cruda y blanqueada (TCF) con Econase CEP a 
50ºC, utilizando tres dosis de enzima (40 mg, 200 mg y 1 g) y cinco 
tiempos de hidrólisis (6, 12, 24, 48 y 72 h) y se centrifugaron (11000 rpm, 
30 min y 5ºC, utilizando un rotor Sorvall LSS-34). La hidrólisis de la 
celulosa se siguió por pérdida de peso del residuo no hidrolizado y FTIR 
tras secado en una estufa aireada a 60ºC, así como por la liberación de 
azúcares reductores (Nelson, 1944).  
 
2.4 Aislamiento enzimático de la lignina residual 
 
Tras optimizar la hidrólisis, se trataron pastas (50 g en peso seco) con 10 g 
de celulasa y 3,6 ml de Novozyme 188 (contenido en proteína de 23 
mg/ml) durante 48 h. La hidrólisis enzimática se llevó a cabo a pH 5 (en 
tampón acetato 50 mM), 50ºC y 180 rpm, con una consistencia de la pasta 
del 5%. La fracción insoluble se lavó con el tampón anterior hasta que no 
se detectó glucosa en los lavados. De la fracción soluble (hidrolizado con 
celulasa) se obtuvo un precipitado tras añadir NaCl saturado (1:1) y 
acidificar a pH 2,5 con HCl. 
 
2.5 Purificación enzimática y con solventes de la lignina residual 
 
Se compararon dos métodos para la purificación del residuo no hidrolizado 
y la fracción ácido-precipitable del hidrolizado, que contenían 
contaminación proteica. 
El primer método se basó en la hidrólisis con una proteasa alcalina de 
Bacillus licheniformis (Subtilisin type VIII, Sigma) al 2% (Tamminen y 
Hortling, 1999). La reacción se llevó a cabo a pH 9,6 (en tampón NaHCO3 
0,5 M), 37ºC, con agitación suave durante 24 h. La solución se centrifugó 
(11000 rpm, 5 min, 5ºC) y tanto la parte insoluble como el sobrenadante se 
recuperaron. El sobrenadante se acidificó a pH 2,5 con HCl, obteniéndose 
un precipitado.   
El segundo método se basó en la extracción de la lignina utilizando 
dimetilacetamida (DMAC) y NaOH (Hortling et al., 1992). Muestras (50 
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mg) procedentes de la hidrólisis enzimática se disolvieron a 60ºC durante 1 
h en 1 ml de DMAC. La lignina se precipitó al añadir la solución de 
DMAC sobre éter dietílico y se aisló por centrifugación (13000 rpm 
durante 5 min a 5ºC). La fracción obtenida se disolvió en 15 ml de NaOH 
0,5 M a temperatura ambiente (1 h). La solución se acidificó a pH 2,5, y se 
centrifugó (13000 rpm, 5 min a 5ºC) para obtener la lignina residual 
purificada.  
Finalmente, se ensayó una combinación de ambos métodos de 
purificación mediante la mezcla de las dos fracciones obtenidas después de 
la hidrólisis con proteasa y posterior purificación con solventes bajo las 
condiciones descritas anteriormente. De esta forma se obtuvo una única 
muestra de lignina residual a partir del hidrolizado con celulasa y una 
segunda del residuo de la hidrólisis con celulasa. 
 
2.6 FTIR 
 
Los espectros FTIR se obtuvieron con un espectrofotómetro Bruker IF-28 
utilizando 1 mg de lignina en 300 mg de KBr. Se acumularon un total de 50 
interferogramas y el espectro se corrigió por sustracción de la línea base 
entre los valles situados alrededor de 1850 y 900 cm-1. 
 
2.7 Py-GC/MS 
 
La pirólisis se llevó a cabo con un pirolizador de punto de Curie acoplado a 
un equipo de GC/MS Varian Saturn 2000 utilizando una columna DB-5 de 
30 m x 0,25 mm (0,25 µm de grosor de película). Se depositaron 
aproximadamente 100 µg de muestra finamente pulverizada en un 
filamento ferromagnético insertándolo en un capilar de vidrio, que se 
colocó inmediatamente en el pirolizador. La pirólisis se realizó a 610ºC 
durante 4 s. El cromatógrafo fue programado de 40ºC (1 min) a 300ºC con 
un incremento de 6ºC/min. La temperatura final se mantuvo durante 20 
min. La temperatura del inyector se mantuvo a 280ºC mientras la interfase 
GC/MS se mantuvo a 300ºC. Los compuestos se identificaron por 
comparación con los descritos en la literatura (Faix et al., 1990; Ralph y 
Hatfield, 1991) y en las bibliotecas electrónicas Wiley y NIST. 
 
 
3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
La acidolisis es el procedimiento más empleado para aislar lignina residual 
de pastas de papel (Gellerstedt y Pranda, 1994; Jiang y Argyropoulos, 
1999; Evtuguin et al., 2001). Aunque son obtenidas con un alto 
rendimiento, estas ligninas no pueden ser consideradas como 
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representativas de la lignina presente en la pasta debido a la ruptura de una 
parte de los enlaces entre las unidades de la lignina (Adler, 1977; Higuchi, 
1997), que sobreviven al pasteado (Leary et al., 1988; Gellerstedt y Al 
Dajani, 2000). El aislamiento enzimático utilizando celulasas puede ser una 
alternativa ya que está basado en una hidrólisis suave de los polisacáridos 
de la pasta, pero es necesaria una purificación de la lignina (Hortling et al., 
1990; Hortling et al., 1992; Chang, 1992; Tamminen y Hortling, 1999). 
Este método ha sido utilizado principalmente para aislar ligninas de pastas 
de maderas blandas (gimnospermas leñosas). Estudios previos han 
mostrado que el aislamiento enzimático a partir de pastas de eucalipto y 
otras maderas duras (angiospermas leñosas) es más complicado debido a 
problemas de contaminación y a los bajos rendimientos (Duarte et al., 
2000), por lo que para investigar la lignina durante el blanqueo de pastas de 
eucalipto se ha empleado la acidolisis (Duarte et al., 2001). En este estudio 
se han optimizado las condiciones para la hidrólisis enzimática de los 
polisacáridos de pastas kraft de eucalipto así como la posterior purificación 
de las ligninas residuales obtenidas. Esta optimización incluyó: 
comparación de enzimas celulolíticas; optimización de las condiciones de 
hidrólisis enzimática; análisis FTIR y Py-GC/MS de las fracciones tras la 
hidrólisis con celulasa y purificación de la lignina residual; y diseño de un 
protocolo final de aislamiento. A continuación, se presentaron algunas 
conclusiones sobre la modificación química de la lignina durante el 
pasteado y blanqueo. 
 
3.1 Comparación de enzimas celulolíticas 
 
Para hidrolizar la pasta de eucalipto se compararon siete enzimas 
comerciales con diferentes actividades celulolíticas (ver apartado 2.2). 
Todas las enzimas mostraron actividad (0,1-1,6 U/mg) sobre las cuatro 
preparaciones de celulosa ensayadas, con la excepción de las dos β-
glucosidasas. La actividad sobre pasta cruda fue aproximadamente un 40% 
más baja que sobre pasta blanqueada, lo que sugiere que el mayor 
contenido en lignina de la pasta antes del blanqueo reduce la eficiencia de 
las celulasas. No obstante, el descenso en el grado de polimerización de la 
celulosa durante la etapa de blanqueo también puede mejorar el 
rendimiento de la hidrólisis. La actividad celulasa sobre papel de filtro fue 
siempre la más baja (un 40% de la actividad sobre pasta blanqueada) 
probablemente debido a la más baja accesibilidad de la celulosa. La 
evaluación de actividad β-glucosidasa mostró que las β-glucosidasas 
Novozyme 188 y de Sigma presentaron, tal como se esperaba, actividades 
específicas 8-60 veces más altas que las otras enzimas. Las actividades 
endoglucanasa más altas (3,4-6,8 U/mg) correspondieron a las enzimas 
Celluclast 1.5L y Econase CEP y la celulasa de Fluka. 
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De acuerdo con los anteriores resultados, para el aislamiento de las 
ligninas residuales se seleccionaron Econase CEP, con actividades 
endoglucanasa alta (3,4-6,8 U/mg) y exocelulosa media (0,2 U/mg 
utilizando pasta cruda como sustratro), y Novozyme 188, con actividades 
β-glucosidasa alta (80 U/mg) y también exocelulasa (0,6 U/mg). 
 
3.2 Optimización de las condiciones de hidrólisis enzimática 
 
La actividad β-glucosidasa no fue un factor limitante en la hidrólisis de la 
celulosa de la pasta, por lo que una dosis relativamente baja de Novozyme 
188 fue suficiente para garantizar una hidrólisis máxima. Sin embargo, la 
dosis de celulasa apareció como un factor clave para obtener una hidrólisis 
completa. Por ello, se ensayaron diferentes cantidades de Econase CEP 
sobre pasta kraft de eucalipto cruda y TCF durante un período total de 
hidrólisis de 3 días (Fig. 1). El peso de la pasta se incrementó 
inmediatamente después de añadir la dosis más alta de la enzima lo que 
sugirió que la celulasa se fija sobre las fibras celulósicas. Esto se confirmó 
mediante espectroscopía FTIR, mostrando el espectro de dicha muestra una 
fuerte banda a 1655-1660 cm-1 (tensión carbonilo en enlaces amidas). Por 
esta razón, el peso de la pasta después de la hidrólisis enzimática puede 
estar algo sobrestimado. 
Cuando se aumentó la dosis de celulasa de 0,2 a 1 g (por gramo de pasta) 
no se obtuvo una mejora en la hidrólisis de la pasta. El grado de hidrólisis 
no se incrementó al extender el tiempo de tratamiento de 12 a 72 h 
(empleando 0,2 g/g). Por el contrario, cuando se utilizó la dosis más baja de 
celulasa (0,04 g/g) no se obtuvo la máxima hidrólisis de celulosa, ni 
siquiera tras extender el tiempo de hidrólisis (hasta 72 h). Aunque la 
máxima hidrólisis de los polisacáridos de la pasta se produjo durante las 
primeras 12 h, el tratamiento se extendió a 48 h como se ha realizado en 
otros trabajos (Hortling et al., 1992; Tamminen y Hortling, 1999). Por lo 
tanto, para los estudios posteriores la hidrólisis se llevó a cabo con 10 g de 
Econase CEP y 3,6 ml de Novozyme 188 (con un contenido de 0,5 g de 
enzima) por 50 g de pasta durante 48 h. 
 
3.3 FTIR y Py-GC/MS de las fracciones tras hidrólisis enzimática  
 
Tras la hidrólisis de la pasta con celulasas se obtuvieron dos fracciones: un 
residuo no hidrolizado, y un material polimérico recuperado por 
precipitación ácida del hidrolizado (Fig. 2A). El análisis FTIR (Fig. 3 izda, 
y Tabla 1) de la pasta cruda mostró un espectro dominado por bandas de 
celulosa, que incluye una banda ancha centrada sobre 1050 cm-1. Por el 
contrario, el espectro del hidrolizado con celulasa mostró gran cantidad de 
proteína con las dos bandas de amida dominando el  espectro  y  sólo trazas 
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Fig. 1. Evolución a lo largo del tiempo (0-72 h) de la hidrólisis enzimática de 
pasta de eucalipto cruda (arriba) y TCF (abajo) (1,1 g de peso seco) utilizando 40 
mg (A y D), 200 mg (B y E) o 1 g (C y F) de Econase CEP. Se indica el total de 
azúcares reductores liberados (barras negras) y el peso de la pasta no hidrolizada 
(barras blancas), junto con una estimación de la enzima fijada sobre la pasta a 
tiempo 0 (barras punteadas).  
de polisacáridos y lignina (Hortling et al., 1992; Tamminen y Hortling, 
1999). Un espectro similar se obtuvo a partir del residuo de la hidrólisis. El 
análisis general por espectroscopía FTIR se completó mediante Py-GC/MS 
(Fig. 3 dcha, y Tabla 2). 
De la pasta cruda tras Py-GC/MS se liberó gran cantidad de compuestos 
derivados de la celulosa, con la presencia de cantidades bajas de 
marcadores de lignina (del Río et al., 2001). Por el contrario, el hidrolizado 
con celulasa estaba dominado por compuestos derivados de proteína (picos 
2, 12, 21, 37 y 47) y polisacáridos, particularmente de hemicelulosas (pico 
53), aunque también se encontraron cantidades apreciables de compuestos 
derivados de la lignina (picos 41, 65 y 75). Resultados similares se 
obtuvieron para el residuo de la hidrólisis, siendo los productos derivados 
 40
Aislamiento de ligninas residuales 
 
HIDROLIZADO 
DE PROTEASA
R1
(0,13 g)
R2
(0,44 g)
H1
(0,50 g)
H2
(0,03 g)
HIDROLIZADO
DE PROTEASA
pH 2,5 pH 2,5
H4
(0,01 g)
R4
(0,23 g)
FRACCIÓN
PURIFICADA
CON DMAC
FRACCIÓN
PURIFICADA
CON DMAC
extracción con
NaOH
A) HIDRÓLISIS CON CELULASAS
PASTA (50,0 g)
HIDROLIZADO DE
CELULASA (49,0 g) 
RESIDUO DE
CELULASA (1,0 g)
PRECIPITADO ÁCIDO
(1,0 g)
FRACCIÓN DE AZÚCARES SOLUBLES (48,2 g)
NaCl saturado, pH 2,5
B) PURIFICACIÓN
CON PROTEASA
D) PURIFICACIÓN
COMBINADA
extracción con
DMAC
FRACCIÓN
PURIFICADA
CON DMAC
FRACCIÓN
PURIFICADA
CON DMAC
extracción con
NaOH
C) PURIFICACIÓN
CON SOLVENTES
extracción con
DMAC
R3
(0,03 g)
H3
(0,03 g)
 
 
 
Fig. 2. Esquema para el aislamiento de la lignina residual de pastas de eucalipto 
mediante hidrólisis enzimática (A), seguida de purificación mediante hidrólisis 
con proteasa (B), extracción con solventes (C), y una combinación de ambas (D), 
obteniéndose cuatro fracciones de lignina procedentes del residuo de la hidrólisis 
(R1-R4) y otras cuatro fracciones procedentes del hidrolizado (H1-H4) (los 
rendimientos entre paréntesis corresponden a la lignina aislada de la pasta cruda, 
y fueron calculados a partir de su índice kappa). 
de la lignina los compuestos predominantes en esta fracción. La presencia 
de proteína se detectó por marcadores procedentes de los residuos de 
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Fig. 3. Selección de espectros FTIR, entre 2000 y 600 cm-1 (izda), y 
cromatogramas de Py-GC/MS (dcha) durante el aislamiento enzimático de la 
lignina residual, correspondientes a pasta cruda de eucalipto (índice kappa 15,2), 
hidrolizado con celulasa (fracción ácido-precipitable) y lignina residual (fracción 
R4) (sólo se indican las principales bandas FTIR y los principales picos tras Py-
GC/MS). Ver Tablas 1 y 2 para las asignaciones de las bandas FTIR, e 
identificación de los picos tras Py-GC/MS de lignina, celulosa y proteína (el 
ácido palmítico, un compuesto derivado de lípidos, se indica con un asterisco). 
fenilalanina (picos 2 y 8), tirosina (picos 12, 21 y 30) y triptófano (picos 37 
y 47), ya que los aminoácidos no aromáticos no liberan marcadores 
característicos (Almendros et al., 1990; Choi et al., 2001). 
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Tabla 1. Asignación de las principales bandas FTIR de lignina, polisacáridos y 
proteína1. 
Lignina  
1714-1725 cm-1 Tensión C=O no conjugado con anillos aromáticos (cadenas 
laterales oxidadas) 
1655 cm-1 Tensión C=O conjugado a anillos aromáticos 
1594-1609 cm-1 Vibraciones en anillo aromático y tensión C=O  (S > G)  
1504-1515 cm-1 Vibraciones en anillo aromático (G > S) 
1462-1464 cm-1 Deformación C–H  asimétrica (en  –CH3 y –CH2–) 
1421-1424 cm-1 Vibraciones en anillo aromático 
1329-1330 cm-1 Vibraciones en anillo aromático (unidades S y Gcondensadas)  
1270 cm-1 (hombro) Vibraciones en anillo aromático (unidades G) 
1216-1225 cm-1 Tensión C–C, C–O y C=O (Gcondensado > Geterificado) 
1114-1125 cm-1 Deformación C-H aromático en el plano (unidades S) 
1030-1033 cm-1 Deformación C-H aromático en el plano  (G > S)  
913-929 cm-1 Deformación C-H aromático fuera del plano  
833-834 cm-1 Deformación C-H aromático fuera del plano en unidades S 
Polisacáridos  
1613 cm-1 Tensión O-H de moléculas de agua 
1370 cm-1 Deformación simétrica C–H alifático  
1030-1170 cm-1 Tensión C–O en alcoholes 
890 cm-1 Enlaces β-glicosídico en unidades de piranosa 
Proteína  
1655-1658 cm-1 Tensión C=O  en amidas (I) 
1516 cm-1 Tensión C=O  en amidas (II) 
1 Ver (Faix, 1992; Vázquez et al., 1997; Martínez et al., 1999). 
 
Los análisis anteriores mostraron que tanto el material recuperado del 
hidrolizado con celulasa de la pasta de eucalipto como el residuo no 
hidrolizado contenían una cantidad apreciable de lignina, pero estaban 
fuertemente contaminadas con proteína y algún polisacárido. Esta proteína 
deriva de las enzimas utilizadas para hidrolizar la celulosa, que permanecen 
unidas a la celulosa no hidrolizada en el residuo, o precipitan junto con la 
lignina recuperada del hidrolizado enzimático. 
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Tabla 2. Principales productos de pirólisis de lignina, polisacáridos y proteínas1. 
Lignina-G  
23 Guayacol 55 Homovainillina 
28 4-Metilguayacol 56 Acetoguayacona 
34 4-Etilguayacol 64 Guayacilacetona 
39 4-Vinilguayacol 67 Propiovainillona 
42 Eugenol 77 t-Coniferaldehído 
48 Vainillina 78 Alcohol t-coniferílico  
54 t-Isoeugenol  
Lignina-S  
32 3-Metoxicatecol 2 74 Homosiringaldehído 
41 Siringol 75 t-4-Propenilsiringol 
52 4-Metilsiringol 76 Acetosiringona 
63 4-Etilsiringol 79 Siringilacetona 
65 4-Vinilsiringol 80 Siringato de metilo 
66 2,6-Dimetoxibenzoquinona 81 Propiosiringona 
69 4-Alilsiringol 82 Alcohol c-sinapílico  
71 c-4-Propenilsiringol 83 t-Sinapaldehído 
73 Siringaldehído 84 Alcohol t-sinapílico 
Polisacárido  
1 3-OH-propanal 26 3,4-di-OH-benzaldehído 
3 Desconocido 29 Catecol 
4 2-Furaldehído 31 5-OH-metil-2-furaldehído 
6 2-OH-metilfurano 33 3-Metilcatecol 
7 Ciclopent-1-ene-3,4-diona 35 1,4-Bencenodiol 
9 (5H)-furan-2-ona 36 4-Metilcatecol 
11 2,3-Dihidro-5-metilfuran-2-ona  38 4-OH-benzaldehído 
14 5,6-Dihidropiran-2,5-diona 40 2-Metil-1,4-bencenodiol 
15 4-OH-5,6-dihidro-(2H)-piran-2-ona 44 Pirogalol 
17 2-OH-3-metil-2-ciclopenten-1-ona 46 1,6-Anhidrogalactopiranosa 3
18 2,3-Dimetilciclopenten-1-ona 53 1,6-Anhidromanopiranosa 
24 Levoglucosenona 57 Levoglucosano 
Proteína  
2 Tolueno 30 4-Vinilfenol 
8 Estireno 37 Indol 
12 Fenol 47 Metilindol 
21 4-Metilfenol  
Otros (reactivos procedentes de la cocción)  
60 S6 86 S8
85 Antraquinona  
1Ver (Meier y Faix, 1992; Galletti y Bocchini, 1995; del Río et al., 2002); 2procedente 
de lignina desmetilada (no se incluye en el cálculo de relación S/G en la Tabla 3); 
3observado sólo durante la purificación de la lignina TCF (ausente de las Figs. 3-4). 
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3.4 Análisis de las fracciones tras purificación de la lignina residual 
 
La extracción alcalina, sola o después de la extracción con solventes 
orgánicos, fue el primer método utilizado en la literatura para la 
purificación de lignina residual (Yamasaki et al., 1981; Hortling et al., 
1992). La hidrólisis con proteasa se introdujo más tarde (Tamminen et al., 
1994). Ambos métodos de purificación se compararon aquí sobre la lignina 
residual de pastas de eucalipto (Fig. 2B y C). El rendimiento de las 
fracciones de lignina recuperadas tras la purificación con proteasa del 
residuo y del hidrolizado con celulasa de la pasta cruda (fracciones R1-R2 
y H1-H2 respectivamente), fue alto (hasta un 45% para H1), recuperándose 
alrededor de un 98% de la lignina total (Tabla 3). Sin embargo, estas 
fracciones aún incluían algo de contaminación proteica, como muestra la 
relación PR/(G+S), y la pureza moderada de sus espectros FTIR. Mediante 
la purificación con solventes se obtuvieron ligninas residuales (fracciones 
R3 y H3) con una mayor pureza, pero el rendimiento final (sólo 1-3%) fue 
mucho más bajo que el obtenido mediante la purificación con proteasa 
(Tabla 3).   
Los resultados fueron diferentes durante el aislamiento de lignina a partir 
de pasta TCF ya que el rendimiento total (teórico) tras la purificación con 
proteasa fue sólo alrededor de un 9%, y las fracciones del residuo de la 
hidrólisis estaban fuertemente contaminadas con oxalato cálcico, tal como 
se evidenció por las fuertes bandas FTIR a 1616, 1316, 778 y 661 cm-1. El 
oxalato se forma durante el blanqueo (Elsander et al., 2000), y ha sido 
descrito durante el aislamiento de lignina a partir de otras pastas TCF 
(Tamminen et al., 1994). La Py-GC/MS de muchas fracciones de lignina 
aisladas de pasta TCF también mostró un mayor nivel de contaminación 
proteica (PR/(G+S)) y de polisacáridos (PO/(G+S)) comparada con las 
ligninas de pasta cruda (Tabla 3). El bajo rendimiento de lignina a partir de 
pasta TCF pudo ser debido a las dificultades para el aislamiento (e.g. 
debido a la presencia de oxalato). No obstante, es necesario tener en cuenta 
que el contenido en lignina en esta pasta puede ser más bajo del estimado a 
partir del índice kappa debido a la presencia de ácidos hexenurónicos, que 
pueden ser responsables hasta en un 40% del índice kappa en algunas 
pastas (Li y Gellerstedt, 1997; Chakar et al., 2000). 
Las anteriores diferencias en el comportamiento de la lignina residual 
durante su aislamiento a partir de pasta de eucalipto cruda (alto índice 
kappa) y TCF (bajo índice kappa) coinciden con la información encontrada 
en la literatura (Hortling et al., 1990). Resultados previos han mostrado que 
la mayor parte de la lignina de pastas con un alto índice kappa es 
recuperada del residuo de la hidrólisis, pero esta cantidad disminuye 
cuando  el  índice  kappa  decrece,  siendo  recuperada  la mayor parte de la  
 
Tabla 3. Fracciones de lignina residual procedentes del residuo y del hidrolizado (material precipitable) de la hidrólisis con celulasa de pasta de eucalipto cruda y TCF 
después de diferentes métodos de purificación (ver Fig. 2): Rendimiento, relaciones molares tras Py-GC/MS y pureza FTIR. 
 
Pasta cruda Pasta TCF 
 
  
Hidrólisis 
con celulasa 
Fracciones de lignina residuala  
Hidrólisis 
con celulasa 
Fracciones de lignina residuala
 
Madera                 Pasta
Resi-
duo 
Hidro-
lizado 
R1 R2 R3 R4 H1 H2 H3 H4 Pasta
Resi-
duo 
Hidro-
lizado 
R1 R2 R3 H1 H2 H3 H4
Rendimiento b na                     na na na 11 39 3 20 45 3 3 1 na na na 3 3 3 3 0 1 1
S/G  3,1                 
                      
                      
             
2,6 1,9 2,5 2,2 2,2 2,6c 3,1 2,9 2,4 2,8 3,5 1,1 1,8 1,4 2,2 1,4 5,7c 1,1 - 2,3 2,1c
PO/(G+S)d  0,7 16,4 0,1 1,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 74,7 1,3 17,3 0,8 3,6 0,0 0,0 - 0,0 0,0
PR/(G+S)e 0,0 0,0 0,2 1,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 1,1 0,0 0,0 0,1 4,9 54,0 0,3 1,6 0,0 1,9 - 0,6 0,0
Pureza FTIRf - - - - +++ ++ +++ ++++ +++ + ++++ +++ - - - - - - - - - +++
a Fracciones de lignina residual procedentes del residuo (R1 a R4) y del hidrolizado con celulasa (H1 a H4); b Rendimiento (%) con respecto al contenido de lignina estimado a partir 
del índice kappa; c Estas muestran generan altas cantidades de alcohol t-sinapílico que no se incluyó en los cálculos; d PO, polisacárido; e PR, proteína; f Pureza FTIR: intensidad de los 
picos de lignina con respecto a los picos de proteína y polisacárido (de – a ++++); na, no apreciable; nd, no determinado. Los compuestos utilizados para el cálculo de las relaciones 
molares tras Py-GC/MS están incluidos en la Tabla 2. 
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lignina de la pasta TCF a partir del hidrolizado (Hortling et al., 1992; 
Tamminen et al., 1994). También se ha descrito que la distribución de la 
lignina residual entre el residuo de la hidrólisis y el hidrolizado depende del 
origen de la pasta (Tamminen y Hortling, 1999).  
 
3.5 Diseño de un protocolo final de aislamiento 
 
Cuando se aplicaron por separado ambos métodos de purificación al 
residuo insoluble y al material recuperado del hidrolizado de la pasta de 
eucalipto, se obtuvieron un total de seis fracciones de lignina con diferentes 
rendimientos y composición (como se ha descrito anteriormente). Con el 
propósito de reducir el número de fracciones e incrementar su pureza se 
aplicó una nueva estrategia de purificación (Fig. 2D). Ésta se basó en la 
mezcla del residuo y el material recuperado del hidrolizado con proteasa 
(fracciones R1 y R2 por un lado, y H1 y H2 por otro), y la aplicación de 
una posterior etapa de purificación con solventes. De esta forma, se 
obtuvieron dos nuevas fracciones de lignina (R4 y H4), aunque para la 
pasta TCF sólo se pudo obtener la fracción derivada del hidrolizado (H4) 
debido al bajo contenido de lignina en el residuo (Tabla 3). La fracción H4 
de la pasta cruda quedó descartada debido a su bajo rendimiento comparada 
con la fracción R4, que mostró un alto grado de pureza y un rendimiento 
próximo al 20%. De esta forma, las fracciones R4 y H4 se seleccionaron 
como representativas de las ligninas residuales de la pasta de eucalipto 
cruda y TCF, respectivamente. 
El espectro FTIR de las ligninas residuales purificadas estaba dominado 
por bandas de lignina (Tabla 1), incluyendo el triplete característico a 
1420-1515 cm-1 (Fig. 3). Además, tras la Py-GC/MS de las ligninas 
residuales (Fig. 3) sólo se liberaron productos derivados de lignina (de tipo 
S y G) (Tabla 2), confirmando la pureza sugerida por el espectro FTIR. 
En la Tabla 3 se resumen los principales resultados obtenidos durante la 
optimización del aislamiento de lignina a partir de pastas de eucalipto cruda 
y TCF, incluyendo los rendimientos, las relaciones tras Py-GC/MS 
(informando sobre la composición de lignina, y la presencia de proteínas y 
polisacáridos contaminantes) y la pureza FTIR en la madera, las pastas, las 
fracciones de la pasta, y las diferentes ligninas residuales.  
 
3.6 Modificación química de la lignina durante el pasteado y blanqueo 
  
Los espectros FTIR de las ligninas residuales procedentes de las pastas de 
eucalipto cruda y TCF (Fig. 3, izda) mostraron un típico patrón de lignina 
(Vázquez et al., 1997) caracterizado por la mayor intensidad de las señales 
asignadas a unidades de tipo S (1329 cm-1) comparadas con las de las 
unidades de tipo G (hombro a 1270 cm-1). En el mismo sentido, los 
 47
Capítulo 2 
 
pirogramas de estas ligninas residuales estaban dominados por siringol 
(pico 41), vinilsiringol (pico 65), t-4-propenilsiringol (pico 75) y alcohol t-
sinapílico (pico 84) (Fig. 3, dcha) (este último sólo en ligninas procedentes 
de pastas TCF). La relación S/G de la lignina R4 de la pasta cruda (3,1) fue 
sólo ligeramente más alta que la estimada in situ por Py-GC/MS de la pasta 
completa (2,6), pero en el caso de la pasta TCF se observó una mayor 
diferencia entre la estimación S/G in situ (1,1) y tras aislamiento de la 
lignina residual (H4) (2,1) (Tabla 3). Esta última relación es más creíble 
debido al contenido de lignina extremadamente bajo en la pasta TCF, lo 
que limita la posibilidad de estimar su relación S/G por Py-GC/MS de la 
pasta, incluso utilizando los cromatogramas de iones individuales 
correspondientes a marcadores de lignina seleccionados (del Río et al., 
2001). La relación S/G de la lignina de eucalipto, estimada tras Py-GC/MS 
de madera (Tabla 3) fue similar a la descrita en la literatura (Evtuguin et 
al., 2001; del Río et al., 2002). Se ha sugerido un descenso en la relación 
S/G durante la cocción kraft de la madera de eucalipto (Duarte et al., 
2001), aunque en el presente estudio no se encontraron grandes diferencias. 
Por otra parte, en la lignina residual TCF se encontró una mayor intensidad 
de las bandas a 1594-1596 y 1714-1725 cm-1, esta última asignada a 
carbonilos no conjugados. Esto sugiere un incremento de carbonilos no 
conjugados durante el blanqueo TCF de la pasta de eucalipto, que incluye 
etapas de deslignificación con oxígeno y peróxido. El incremento de grupos 
carbonilos se puede deber a la formación de estructuras de tipo ácido 
mucónico procedentes de la apertura de anillos aromáticos durante el 
blanqueo (Hortling et al., 1992; Poppius-Levlin et al., 1999). 
Hemos demostrado aquí que las ligninas residuales de pastas kraft de 
eucalipto pueden ser aisladas satisfactoriamente mediante hidrólisis con 
celulasas seguida de una purificación combinada utilizando proteasa y 
solventes de lignina. La alta pureza de las ligninas residuales obtenidas se 
confirmó mediante FTIR y Py-GC/MS. Un procedimiento similar de 
aislamiento enzimático puede ser aplicado para el aislamiento de lignina 
residual de pastas de otras maderas duras.  
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CAPÍTULO 3 
 
 
 
 
 
 
 
Caracterización química de ligninas residuales de pastas de 
eucalipto1
 
 
 
 
 
 
 
Resumen. Se aislaron ligninas residuales de pastas kraft de eucalipto 
mediante hidrólisis enzimática de la celulosa, seguida de purificación 
utilizando una combinación de hidrólisis con proteasa y extracción con 
solventes. Las ligninas residuales aisladas de la pasta cruda (no 
blanqueada) y blanqueada con una secuencia totalmente libre de cloro 
(TCF) se analizaron por espectroscopía infrarroja de transformada de 
Fourier y pirólisis-cromatografía de gases/espectrometría de masas, y se 
compararon con lignina de madera molida (milled wood lignin) y lignina 
kraft de eucalipto. La lignina de la madera y las pastas de eucalipto mostró 
un fuerte predominio de unidades siringilo sobre unidades guayacilo. La 
mayor modificación de la lignina se observó en la lignina kraft recuperada 
de las lejías alcalinas del pasteado. La composición química de la lignina 
residual de la pasta fue más similar a la lignina de la madera que a la 
lignina kraft, indicando que la mayor parte de la lignina modificada durante 
el pasteado se liberó al líquido de cocción. Durante el blanqueo TCF de la 
pasta, que incluyó etapas de deslignificación con oxígeno y peróxido, las 
modificaciones de la lignina se tradujeron en un incremento del contenido 
de grupos carbonilos no conjugados. Se puede concluir que la lignina 
residual en la pasta kraft de eucalipto refleja características de la lignina 
nativa atrapada en la matriz celulósica, lo que evita en parte su ataque por 
los reactivos químicos en la cocción, aunque experimenta diferentes 
modificaciones durante las etapas de blanqueo. 
                                                
1Ibarra, D., del Río, J.C., Gutiérrez, A., Rodríguez I.M., Romero J., Martínez 
M.J., y Martínez A.T. (2005). Chemical characterization of residual lignins from 
eucalypt paper pulp. J. Anal. Appl. Pyrolysis. 74: 116-122. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
Durante la fabricación de pasta de papel las fibras de la madera son 
separadas utilizando procedimientos mecánicos o químicos (Fengel y 
Wegener, 1984; Sjöström, 1993). La mejor separación de las fibras y la 
pasta de mayor calidad se obtienen mediante el proceso kraft, y otros 
procesos químicos de pasteado basados en una despolimerización parcial 
de la lignina que forma la lámina media entre las fibras de la madera. De 
esta forma se obtiene una suspensión de fibras celulósicas que es 
transformada en una hoja en la máquina de papel. Sin embargo, en las 
fibras permanece una cierta cantidad de lignina responsable del color 
oscuro de las pastas químicas. El conocimiento de la estructura de esta 
lignina residual es importante para desarrollar procesos industriales limpios 
(no contaminantes) y obtener pastas completamente blanqueadas (para 
papeles blancos) sin el uso de reactivos que contienen cloro. El peróxido, 
oxígeno, ozono y enzimas son algunos de los reactivos utilizados en las 
nuevas secuencias de blanqueo totalmente libres de cloro (TCF). 
La lignina ha sido tradicionalmente aislada de las pastas mediante 
acidolisis (Gellerstedt y Pranda, 1994), pero su estructura resulta 
modificada debido a la ruptura de algunos enlaces entre unidades bajo las 
condiciones de aislamiento (Lundquist, 1992). Con el propósito de obtener 
preparaciones de lignina residual inalterada se han desarrollado métodos 
basados en el aislamiento enzimático (Hortling et al., 1990). En España y 
otros países se utiliza la madera de eucalipto como materia prima para la 
fabricación de pastas TCF de alta calidad. Sin embargo, se conoce muy 
poco sobre las características químicas de las correspondientes ligninas 
residuales, y la información de la que se dispone está principalmente 
basada en preparaciones aisladas químicamente (Duarte et al., 2000; Duarte 
et al., 2001) y de los análisis in situ en la propia pasta (del Río et al., 2001). 
Recientemente (ver Capítulo 2), se ha optimizado un nuevo procedimiento 
para el aislamiento enzimático de lignina residual de pastas kraft de 
eucalipto (Eucalyptus globulus) basado en la hidrólisis de la celulosa de la 
pasta con dos enzimas celulolíticas, y purificación de las ligninas obtenidas 
utilizando una combinación de tratamiento con proteasa y una extracción 
de la lignina con dos solventes (Ibarra et al., 2004).  
En el presente estudio, el método anterior se aplicó sobre pastas 
industriales de eucalipto cruda (no blanqueada) y blanqueada mediante un 
proceso TCF, y las ligninas aisladas se analizaron utilizando espectroscopía 
infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) y pirólisis-cromatografía de 
gases/espectrometría de masas (Py-GC/MS). La espectroscopía FTIR nos 
ofreció una idea general de la pureza y composición de la lignina (Faix, 
1992; Vázquez et al., 1997), mientras que la Py-GC/MS proporcionó una 
información más detallada incluyendo composición de la lignina en 
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términos de unidades p-hidroxifenilpropano (H), guayacilpropano (G) y 
siringilpropano (S) (Meier y Faix, 1992; del Río et al., 2002). Para 
investigar las modificaciones químicas durante el pasteado y blanqueo, las 
ligninas residuales aisladas de las pastas se compararon con lignina 
inalterada aislada de la madera de eucalipto utilizada como materia prima 
(Björkman, 1956) así como con lignina kraft precipitada de las lejías de 
cocción industrial (Sjöström, 1993).  
 
 
2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1 Muestras de pasta 
 
Las pastas de eucalipto (E. globulus) se obtuvieron de la fábrica kraft de 
ENCE en Pontevedra (España). Incluyeron una pasta cruda con un índice 
kappa de 15,2 (aproximadamente un contenido en lignina del 2,2%) y una 
blancura de 40% ISO, y una pasta TCF blanqueada en una secuencia O-O-
Q-PoP (incluyendo etapas de O2, quelato, H2O2 bajo O2 presurizado, y 
H2O2 atmosférico) con un índice kappa de 6,3 (aproximadamente un 
contenido en lignina del 0,9%) y una blancura de 90% ISO. Las muestras 
se conservaron a -20ºC en estado húmedo (con un contenido aproximado 
de materia seca del 30%). 
 
2.2 Aislamiento de las ligninas residuales 
 
Para el aislamiento de las ligninas residuales, se trataron 50 g de cada una 
de las pastas con 10 g de Econase CEP de Trichoderma reesei 
proporcionada por AB-Enzymes (con 4,6 U/mg de actividad endoglucanasa 
estimada por la liberación de glucosa a partir de carboximetilcelulosa, y 0,2 
U/mg estimada por la liberación de glucosa a partir de pasta cruda de 
eucalipto) y 3,6 ml de la β-glucosidasa Novozym 188 de Aspergillus niger 
proporcionada por Novozymes (con 80 U/mg de actividad β-glucosidasa 
estimada sobre p-nitrofenil-glucósido, 0,6 U/mg de actividad exocelulasa, y 
un contenido en proteína de 23 mg/ml) (Ibarra et al., 2004). La hidrólisis 
enzimática se llevó a cabo durante 48 h a pH 5 (en tampón acetato 50 mM), 
50ºC, y 180 rpm, con una consistencia de la pasta del 5%. Se recuperaron 
las fracciones insoluble y soluble de la hidrólisis enzimática (tras 
centrifugación a 11000 rpm, 20 min, 5ºC, utilizando un rotor GSA de 
Sorvall). La fracción insoluble se lavó con el tampón anterior hasta que no 
se liberó glucosa (11000 rpm, 20 min, 5ºC, utilizando un rotor LSS-34 de 
Sorvall). De la fracción soluble (hidrolizado con celulasa) se obtuvo un 
precipitado tras añadir NaCl saturado (1:1) y acidificar a pH 2,5 con HCl.  
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2.3 Purificación de las ligninas residuales 
 
Las ligninas residuales procedentes del residuo no hidrolizado y de la 
fracción ácido-precipitable del hidrolizado con celulasa contenían 
contaminación proteica (de las enzimas empleadas en la hidrólisis previa) y 
se purificaron combinando tratamientos con proteasa y solventes (Ibarra et 
al., 2004). El primer paso de purificación se basó en la hidrólisis con una 
proteasa alcalina de Bacillus licheniformis (Subtilisin type VIII, Sigma) al 
2%. La reacción se llevó a cabo a pH 9,6 (en tampón NaHCO3 0,5 M), 
37ºC, durante 24 h con agitación constante. La solución se centrifugó 
(11000 rpm, 5 min, 5ºC, utilizando un rotor Eppendorf F45-12-11), 
recuperándose tanto la parte insoluble como el sobrenadante. El 
sobrenadante se acidificó a pH 2,5 con HCl, y se obtuvo un precipitado. El 
segundo paso fue una extracción doble con solventes utilizando 
dimetilacetamida (DMAC) y NaOH. Las dos fracciones de la hidrólisis con 
proteasa se mezclaron y una muestra de 50 mg se disolvió a 60ºC durante 1 
h en 1 ml de DMAC. La fracción de lignina se precipitó al añadir la 
solución en DMAC sobre éter dietílico y se aisló por centrifugación (13000 
rpm durante 5 min a 5ºC, utilizando un rotor Eppendorf F45-12-11). La 
fracción obtenida se disolvió en 15 ml de NaOH 0,5 M a temperatura 
ambiente (1 h). La solución se acidificó a pH 2,5, y se centrifugó (13000 
rpm, 5 min a 5ºC, utilizando un rotor Eppendorf F45-12-11) para obtener la 
lignina residual purificada. 
 
2.4 Milled wood lignin (MWL) y lignina kraft 
 
La MWL se extrajo de madera de E. globulus finamente triturada en un 
molino de bolas utilizando dioxano-agua (9:1), se precipitó y purificó de 
acuerdo a Björkman (Björkman, 1956). La lignina kraft se precipitó a partir 
de lejía negra de la cocción industrial de la madera de E. globulus (obtenida 
de la fábrica de ENCE en Pontevedra, España) por acidificación con HCl (a 
pH 2,5), siendo lavada con agua acidulada (pH 2,5) y secada. 
 
2.5 FTIR 
 
Los espectros FTIR se obtuvieron en un espectrofotómetro Bruker IF-28 
utilizando 1 mg de lignina en 300 mg de KBr. Se acumularon un total de 50 
interferogramas y el espectro se corrigió por sustracción de la línea base 
entre los valles situados alrededor de 1850 y 900 cm-1. 
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2.6 Py-GC/MS 
 
La pirólisis se llevó a cabo con un pirolizador de punto de Curie acoplado a 
un equipo de GC/MS Varian Saturn 2000 utilizando una columna DB-5 de 
30 m x 0,25 mm (grosor de película de 0,25 µm). Se depositó 
aproximadamente 100 µg de muestra finamente pulverizada en un 
filamento ferromagnético insertándolo en un capilar de vidrio, que fue 
colocado inmediatamente en el pirolizador. La pirólisis se llevó a cabo 
durante 4 s. El cromatógrafo fue programado de 40ºC (1 min) a 300ºC con 
un incremento de 6ºC/min. La temperatura final se mantuvo durante 20 
min. La temperatura del inyector se mantuvo a 280ºC, mientras la interfase 
GC/MS se mantuvo a 300ºC. Los compuestos se identificaron por 
comparación con los descritos en la literatura (Faix et al., 1990; Ralph y 
Hatfield, 1991) y en las bibliotecas electrónicas Wiley y NIST.  
 
 
3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
3.1 Aislamiento de las ligninas residuales de pastas de eucalipto 
 
La composición de la lignina residual en pastas kraft de eucalipto ha sido 
ya analizada mediante Py-GC/MS de las pastas completas utilizando  
cromatogramas de iones individuales característicos de las unidades 
guayacilo (G) y siringilo (S) de la lignina (del Río et al., 2001; Evtuguin et 
al., 2001). Sin embargo, el bajo contenido en lignina en muchas pastas 
limita fuertemente las posibilidades de analizar in situ las ligninas 
residuales, incluso utilizando cromatogramas de iones individuales. En 
estos casos, es necesario el aislamiento de las ligninas residuales de las 
pastas. 
En el presente estudio, se obtuvieron ligninas residuales de pastas de 
eucalipto cruda y TCF por un método enzimático basado en la hidrólisis de 
la celulosa con enzimas comerciales (con actividades endocelulasa, 
exocelulasa y β-glucosidasa) y la recuperación/purificaron de la lignina del 
residuo de la hidrólisis y de la fracción soluble. Las características 
químicas de las diferentes fracciones obtenidas durante la optimización del 
método de aislamiento de lignina se analizaron por FTIR y Py-GC/MS. Los 
análisis mediante Py-GC/MS durante el proceso de aislamiento mostraron 
cantidades variables de compuestos marcadores de lignina en el residuo no 
hidrolizado así como en la fracción ácido-precipitable del hidrolizado 
dependiendo del tipo de pasta (cruda o TCF) (ver la composición de 
residuo e hidrolizado en  la Tabla 1). La principal ventaja del aislamiento 
enzimático es la recuperación de la lignina inalterada debido a las suaves 
condiciones empleadas para eliminar la celulosa, comparada con el 
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aislamiento químico basado en un tratamiento ácido de la pasta. Su 
principal inconveniente es la contaminación con proteína, como se reveló 
mediante Py-GC/MS por la abundancia de compuestos marcadores 
procedentes de los residuos proteicos de fenilalanina (tolueno y estireno), 
tirosina (fenol, 4-metilfenol y 4-vinilfenol) y triptófano (indol y metilindol) 
(Tabla 1) (Almendros et al., 1990; Choi et al., 2001) y las bandas 
correspondientes a grupos amida (a 1655 y 1540 cm-1) en los espectros 
FTIR (Dorado et al., 2001). La contaminación proteica de la lignina se 
debe a las enzimas utilizadas para hidrolizar la celulosa, las cuales 
permanecen fijadas sobre el residuo hidrolizado o precipitan junto con la 
lignina. 
Tras la hidrólisis enzimática de la celulosa se obtuvieron preparaciones 
de lignina altamente purificadas una vez sometidas a una doble 
purificación. Ésta incluyó una hidrólisis con proteasa de la contaminación 
proteica y sucesivas extracciones (de un combinado del residuo con 
proteasa y del material precipitable) con dos solventes de lignina (DMAC y 
NaOH). De esta forma, se obtuvo una muestra de lignina residual 
representativa del residuo con celulasa (denominada lignina R4) y una 
segunda del hidrolizado con celulasa (denominada lignina H4). La alta 
pureza de estas ligninas residuales se reveló por los espectros FTIR (con 
ausencia de bandas de amidas y de la ancha banda de celulosa a 1050 cm-1) 
y se confirmó mediante Py-GC/MS por la total ausencia de marcadores de 
proteína y carbohidrato (estos últimos muy abundantes en las muestras de 
pasta y madera) (ver ligninas R4 y H4 en Tabla 1, y Fig. 1). 
Los rendimientos de las diferentes fracciones de lignina (calculados a 
partir de sus índices kappa) variaron entre 20% y 1% para las ligninas R4 y 
H4 de pasta cruda, y 0% y 1% para las ligninas R4 y H4 de pasta TCF, 
respectivamente. Sin embargo, el contenido real de lignina en las pastas 
debe ser mucho más bajo que el estimado a partir del índice kappa debido a 
la presencia de ácidos hexenurónicos en la pasta (Li y Gellerstedt, 1997; 
Chakar et al., 2000). La lignina R4 no pudo ser obtenida de la pasta TCF, 
debido a que el residuo de la hidrólisis estaba básicamente constituido por 
oxalato cálcico (fuertes bandas FTIR a 1616, 1316, 778 y 661 cm-1) 
formado durante el blanqueo (Elsander et al., 2000), tal como se ha descrito 
en otras pastas TCF (Tamminen et al., 1994). Estos resultados mostraron 
las dificultades para aislar ligninas residuales de pastas TCF. En el caso de 
la pasta cruda, el residuo de la hidrólisis tras la purificación combinada 
(incluyendo tratamiento con proteasa y extracción de la lignina con 
solventes) produjo una fracción de lignina residual altamente pura. 
 
 
 
Tabla 1. Principales compuestos identificados tras Py-GC/MS de madera de eucalipto, pasta cruda y TCF, sus hidrolizados con celulasa y
ligninas residuales purificadas, lignina kraft de eucalipto y MWL (abundancias relativas molares  de los compuestos que alcanzan al menos el 1% 
en una muestra, y relación S/G). 
 
    Pasta cruda  Pasta TCF   
  Origen Madera Pasta Residuo
Lignina 
R4 
Hidro-
lizado 
Lignina
H4 
 
Pasta Residuo
Hidro-
lizado 
Lignina
H4 
Lignina 
Kraft MWL 
1      3-Hidroxipropanal PS 0,4 11,2 0,0 0,0 0,0 0,0 16,3  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
2              
               
                
                
               
 
                
              
              
                
                
                
               
            
               
               
               
              
                
                
               
              
                
               
               
               
             
               
               
              
Tolueno PR 0,0 0,0 3,1 0,0 8,2 0,0 0,0 14,8
 
9,0 0,5 0,0 0,2
3 Desconocido PS 0,9 9,0 0,0 0,0 0,0 0,0 6,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 2-Furaldehído PS 7,7 6,1 0,6 0,0 0,2 3,7 6,9 0,5 0,0 0,0 0,0 0,2
6 2-Hidroximetilfurano
 
PS 1,6 4,9 0,6 0,0 0,0 0,0 6,4 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0
8 Estireno PR 0,0 0,0 0,3 0,0 0,7 0,0 0,0 0,9 0,8 0,2 0,0 1,3
9 (5H) 2-Furanona PS 0,7 4,7 0,0 0,0 0,0 0,0  5,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
11 2,3-Dihidro-5-Me-2-furanona
 
PS 1,6 9,5 0,0 0,0 0,0 0,0 10,6
 
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 Fenol PR
 
0,0 0,2 0,6 0,0 4,6 0,0 0,2 5,8 10,3
 
0,5 0,0 0,0
13 Desconocido - 0,0 0,0 2,0 0,0 2,2 0,0 0,0 9,3 6,8 0,0 0,0 0,0
14 5,6-Dihidropiran-2,5-diona PS 1,3 2,4 0,0 0,0 0,0 0,0 2,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
15 4-OH-5,6-dihidro-2-piranona PS 5,9 2,3 0,5 2,3 0,0 2,4 2,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
17 2-OH-3-Me-ciclopenten-2-ona
 
PS 0,4 5,7 0,0 0,0 0,0 0,0 6,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
21 4-Metilfenol
 
PR 0,0 0,0 2,9 0,0 11,3
 
0,0 0,0 11,3
 
11,7
 
0,2 0,0 0,0
23 Guayacol LG
 
0,9 0,3 3,0 2,7 1,4 4,5 0,0 1,5 0,1 2,2 3,1 2,8
24 Levoglucosenona PS
 
0,7 0,0 1,4 0,0 1,5 0,0 0,0 4,6 3,3 0,0 0,0 0,0
26 3,4-Dihidroxibenzaldehído
 
- 0,6 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
28 4-Metilguayacol
 
LG
 
0,9 0,0 2,5 1,0 0,5 2,4 0,0 0,3 0,0 0,6 1,1 1,2
29 Catecol PS 0,4 6,3 0,0 0,0 0,0 0,0 6,6 0,0 0,0 0,0 0,3 1,0
30 4-Vinilfenol PR 0,0 0,0 0,4 0,0 1,2 0,0 0,0 1,5 1,7 0,4 0,0 0,2
31 5-Hidroximetil-2-furaldehído PS 4,0 1,7 0,0 0,0 0,0 0,0 1,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
32 3-Metoxicatecola LM
 
0,3 0,0 2,2 0,9 1,0 2,0 0,0 0,0 0,0 1,2 4,8 1,2
33 3-Metilcatecol PS 0,0 2,4 0,0 0,0 0,0 0,0 1,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
34 4-Etilguayacol LG
 
0,2 0,5 0,4 1,1 0,2 1,6 0,6 0,0 0,0 0,3 0,3 0,5
35 1,4-Bencenodiol
 
PS 0,0 1,3 0,0 0,0 0,0 0,0 1,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
36 4-Metilcatecol
 
PS 0,0 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 1,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1
37 Indol PR 0,0 0,0 4,3 0,0 24,8
 
0,2 0,0 21,3
 
29,4
 
1,3 0,0 0,0
38 4-Hidroxibenzaldehído
 
PS 0,0 3,2 0,0 0,0 0,0 0,0 2,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
39 4-Vinilguayacol LG
 
3,0 0,4 6,0 4,8 1,9 4,4 0,0 1,8 0,1 4,3 2,2 6,9
40 2-Metil-1,4-bencenodiol 
 
PS 0,0 1,1 0,0 0,0 0,0 0,0 1,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
41 Siringol LS 3,0 1,6 7,9 10,5 3,5 15,7 0,3 0,9 0,1 6,9 14,7 8,1
  60
Tabla 1. (continuación) 
42  Eugenol LG              0,6 0,0 0,7 1,8 0,0 0,6 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,4
44               
                
               
               
               
                
      
               
             
                
               
               
                
                
              
             
             
    
               
              
               
               
             
     
 
              
                
 
    
       
              
               
  
Pirogalol PS 0,3 4,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,8 0,0 0,0 0,0 0,0 6,5
46 1,6-Anhidrogalactopiranosa
 
PS 1,4 0,0 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 4,2 0,0 0,0 0,0 0,0
47 Metilindol
 
PR 0,0 0,0 1,1 0,0 8,5 0,3 0,0 3,1 6,5 0,3 0,0 0,0
48 Vainillina LG
 
0,9 0,1 0,4 3,6 0,0 0,8 0,0 0,0 0,0 1,1 5,1 1,4
52 4-Metilsiringol LS 2,3 0,3 3,4 3,5 0,9 7,9 0,0 1,3 0,2 2,3 4,3 3,8
53 1,6-Anhidromanopiranosa
 
PS 0,0 0,0 1,7 0,0 17,4 0,0 0,0 0,3 15,7 0,0 0,0 0,0
54 trans-Isoeugenol
 
LG 2,2 0,1 2,4 4,6 0,2 3,1 0,0 0,6 0,0 1,0 0,5 3,5
56 Acetoguayacona
 
LG
 
0,4 0,0 0,7 0,7 0,0 0,6 0,0 0,0 0,3 0,5 1,0 0,5
57 Levoglucosano PS 12,5 11,4 1,9 0,0 2,9 0,0 8,5 5,6 3,2 0,0 0,0 0,0
59 tert-Butilfenol C 0,0 0,0 0,4 0,0 0,0 0,0 1,0 4,0 0,2 0,1 0,0 0,0
60 S6 CR
 
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,6 0,0
62 Desconocido PS 0,0 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
63 4-Etilsiringol LS 0,8 0,3 0,3 1,2 0,2 3,7 0,1 0,0 0,0 0,6 1,1 1,5
64 Guayacilacetona
 
LG
 
0,6 0,0 0,6 2,0 0,1 1,3 0,0 0,0 0,0 0,5 0,2 0,6
65 4-Vinilsiringol LS 8,0 0,7 11,0
 
13,5
 
3,8 9,6 0,1 2,3 0,1 9,7 5,4 13,5
 66 2,6-Dimetoxibenzoquinona
 
LM
 
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 13,1
 
0,0
69 4-Alilsiringol LS 2,2 0,1 1,9 3,5 0,4 3,5 0,0 0,2 0,0 1,1 0,6 1,7
71 cis-4-Propenilsiringol
 
LS 1,3 0,0 1,0 2,6 0,2 2,3  0,0 0,2 0,0 0,5 0,2 1,6
72 Dimetoxitiofenol
 
LM
 
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0
73 Siringaldehído LS 3,6 0,2 1,4 7,2 0,2 4,3 0,0 0,0 0,0 4,2 18,4
 
4,4
74 Homosiringaldehído LS 2,9 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,4 1,8
75 trans-4-Propenilsiringol
 
LS 8,4 0,3 9,3 19,2
 
2,0 12,4
 
0,1 2,3 0,3 4,7 1,5 9,3
76 Acetosiringona LS 1,2 0,1 0,6 3,0 0,1 3,5 0,0 0,0 0,0 1,4 6,5 1,7
77 trans-Coniferaldehído LG 2,2 0,0 0,0 0,6 0,0 0,0  0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,6
78 Alcohol trans-coniferílico  
 
LG 
 
0,4 0,0 5,5 0,1 0,0 0,0  0,0 0,0 0,0 6,3 0,0 4,8 
79 Siringilacetona LS 1,9 0,2 0,7 6,2 0,0 5,0 0,0 0,0 0,0 2,8 0,3 1,4
81 Propiosiringona LS 0,4 0,0 0,0 2,2 0,0 2,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,8 0,6
82 Alcohol cis-sinapílico  LS 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0  0,0 0,0 0,0 1,4 0,0 1,0 
83 trans-Sinapaldehído LS 7,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3  0,0 0,1 0,0 0,7 0,0 6,6
84 Alcohol trans-sinapílico
 
LS 0,0 0,0 5,1 0,0 0,0 0,0  0,0 0,2 0,0 41,2
 
 0,0 4,3
85 Antraquinona CR 0,0 0,0 10,1 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,5 0,0
86 S8 CR 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 7,0 0,0
 Relación S/G molar  3,1 2,6 1,9 3,1 2,5 3,5  1,1 1,8 1,4  2,1b 4,8 2,6
 
Origen de los compuestos: LG, lignina tipo G; LS, lignina tipo S; LM, lignina modificada; PS, polisacárido; PR, proteína; C, contaminante; y CR, reactivo de cocción. 
aNo incluido en la estimación de la relación S/G. 
bAlcoholes cinamílicos excluidos (si estos compuestos se incluyeran obtendríamos una relación S/G de 4,5). 
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3.2 Caracterización química de las ligninas de pastas de eucalipto 
 
Teniendo en cuenta los resultados descritos en los apartados anteriores, se 
seleccionaron las ligninas R4 de pasta cruda y H4 de pasta TCF como 
representativas de la lignina residual en las pastas de eucalipto. Las 
diferencias en el aislamiento enzimático de diferentes ligninas residuales ya 
habían sido descritas por otros autores (Hortling et al., 1990; Hortling et 
al., 1992). Éstos describieron que la mayor parte de la lignina de las pastas 
con un alto índice kappa se recupera del residuo de hidrólisis con celulasa, 
pero que la cantidad de lignina en el hidrolizado se incrementa cuando 
disminuye el índice kappa. Para investigar las modificaciones de la lignina 
durante la fabricación de pasta de papel, se analizaron las ligninas 
residuales utilizando espectroscopía FTIR y Py-GC/MS y se compararon 
con lignina inalterada de la madera de eucalipto (MWL) y con lignina kraft 
liberada durante la cocción industrial. 
Los espectros FTIR de las ligninas residuales (Fig. 1, izda) muestran los 
patrones típicos de lignina (Faix, 1992; Vázquez et al., 1997). Los 
espectros presentan una intensidad más alta de las señales asignadas a las 
unidades de tipo S (banda a 1329 cm-1) que a las unidades de tipo G 
(hombro a 1270 cm-1). Cuando se compararon con la MWL de eucalipto, 
las ligninas residuales purificadas no mostraron fuertes diferencias en las 
intensidades del triplete de la lignina a 1515-1421 cm-1 y de la banda a 
1594-1609 cm-1. Por el contrario, la lignina kraft mostró una mayor 
intensidad a 1505-15 y 1216-1225 cm-1 y una menor intensidad a 1030-
1033 cm-1. Otra diferencia entre estos espectros tuvo que ver con la 
intensidad de la banda a 1714-1725 cm-1 asignada a grupos carbonilos no 
conjugados (Dorado et al., 2001). Una mayor intensidad de esta banda, así 
como en la de 1594-1596 cm-1, pudo también apreciarse en la lignina 
residual de la pasta TCF comparada con la lignina de la pasta cruda.  
El análisis mediante Py-GC/MS de la MWL de eucalipto, las ligninas 
residuales de las pastas cruda y TCF y la lignina kraft (Fig. 1, dcha) mostró 
un fuerte predominio de compuestos fenólicos derivados de lignina (Tabla 
1) (Meier y Faix, 1992). Éstos incluyen guayacol (pico 23), 4-
metilguayacol (pico 28), 4-etilguayacol (pico 34), 4-vinilguayacol (pico 
39), 4-alilguayacol o eugenol (pico 42), trans-4-propenilguayacol o trans-
isoeugenol (pico 54), vainillina (pico 48), homovainillina (pequeño pico 
55), acetoguayacona (pico 56), guayacilacetona (pico 64), propiovanillona 
(pequeño pico 67), trans-coniferilaldehído (pico 77) y alcohol trans-
coniferílico (pico 78) procedentes de unidades de lignina G; y siringol (pico 
41), 4-metilsiringol (pico 52), 4-etilsiringol (pico 63), 4-vinilsiringol (pico 
65), 4-alilsiringol (pico 69), cis-4-propenilsiringol (pico 71), trans-4-
propenilsiringol (pico 75), siringaldehído (pico 73), homosiringaldehído 
(pico 74), acetosiringona (pico 76), siringilacetona (pico 79), 
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Fig. 1. Espectros FTIR, región 2000-600 cm-1 (izda), y cromatogramas de Py-
GC/MS (dcha) de ligninas residuales aisladas por hidrólisis con celulasa de pasta 
cruda (R4 del residuo con celulasa) y TCF (H4 del hidrolizado con celulasa) 
purificadas  mediante una combinación de tratamiento con proteasa y extracción 
con solventes, comparadas con MWL de madera de eucalipto, y lignina kraft 
recuperada de las lejías de cocción alcalina. El pirograma de la lignina TCF se 
escaló para facilitar la comparación (el pico 84 está fuera de escala). Ver Tabla 1 
para la identificación de los principales picos de Py-GC/MS.  
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propiosiringona (pico 81), alcohol cis-sinapílico (pico 82), alcohol trans-
sinapílico (pico 84) y trans-sinapaldehído (pico 83) procedentes de 
unidades de lignina S. 
Mientras el pirograma de la MWL de eucalipto estaba dominado por 
siringol (pico 41), 4-vinilsiringol (pico 65), trans-4-propenilsiringol (pico 
75), trans-sinapaldehído (pico 83) y alcohol trans-sinapílico (pico 84), el 
de la lignina kraft de eucalipto estaba dominado por los dos primeros picos 
(siringol y 4-vinilsiringol), pero también por compuestos más oxidados 
como siringaldehído (pico 73) y acetosiringona (pico 76). Curiosamente, 
los pirogramas de las ligninas residuales de pasta cruda y TCF mostraron 
una distribución de los compuestos marcadores de lignina más similar a la 
MWL de eucalipto que a la lignina kraft.  
La relación molar S/G de la lignina residual R4 de la pasta cruda sólo fue 
ligeramente más alta que la estimada in situ por PyGC/MS de la pasta 
completa, pero en el caso de la pasta TCF se encontró una fuerte diferencia 
entre la estimación S/G in situ y tras el aislamiento de la lignina residual 
(Tabla 1). El contenido extremadamente bajo de lignina en las pastas 
blanqueadas limita fuertemente la posibilidad de estimar la relación S/G en 
los pirogramas de la pasta completa y, por lo tanto, la relación obtenida de 
la lignina aislada es probablemente más real.  
La lignina en la madera y pastas de eucalipto (analizada in situ y tras su 
aislamiento) mostró un gran predominio de unidades S, como se evidenció 
por los análisis FTIR y Py-GC/MS. La relación molar S/G de la madera de 
eucalipto estimada por Py-GC/MS fue similar a la determinada en la 
literatura (Evtuguin et al., 2001; del Río et al., 2002) y sólo ligeramente 
más alta que la encontrada cuando se analizó la MWL. También se 
obtuvieron relaciones similares para la lignina de la pasta cruda analizada 
in situ o tras aislamiento enzimático. Aunque se ha sugerido un descenso en 
la relación S/G durante la cocción kraft de la madera de eucalipto (Duarte 
et al., 2001), aquí no se encontraron grandes diferencias. De manera 
semejante, por FTIR sólo se observaron ligeras diferencias entre la lignina 
nativa en la madera de eucalipto y la lignina residual en la pasta cruda.  
Durante el blanqueo TCF de la pasta de eucalipto se produjeron algunas 
modificaciones en la estructura de la lignina, incluyendo un incremento en 
la cantidad de carbonilos no conjugados. El incremento de ácidos 
carboxílicos en la lignina durante la delignificación con oxígeno y el 
blanqueo con peróxido de otras pastas ha sido descrito tras analizar ligninas 
residuales aisladas enzimáticamente o por acidolisis. (Tamminen y 
Hortling, 1999; Gellerstedt et al., 1999; Jiang y Argyropoulos, 1999). 
Durante el blanqueo TCF se produce además una modificación en la 
relación S/G de la lignina, tanto cuando ésta se analizó in situ como tras 
aislarla enzimáticamente. En este sentido, se ha demostrado por 
degradación con nitrobenceno modificada que la lignina de pasta TCF tiene 
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un contenido más alto de estructuras condensadas que la lignina residual de 
pasta cruda (Hortling et al., 1992).  
Sin embargo, la mayor modificación de la lignina de eucalipto se 
observó en la lignina kraft. Ésta incluye un alta relación S/G, lo que sugiere 
que la lignina de tipo S (menos condensada que la lignina de tipo G debido 
a la ausencia de enlaces 5-5’) es mas fácilmente solubilizada durante la 
cocción. También se encontraron importantes diferencias en el espectro 
FTIR de la lignina kraft. La señal asignada a grupos carboxilos mostró una 
intensidad más baja que en la lignina TCF, pero se observaron altas 
intensidades a 1216 y 1515 cm-1. Estas bandas, que estaban desplazadas 
con respecto a las otras ligninas, pueden ser debidas a las unidades 
fenólicas que son muy abundantes en la lignina kraft de eucalipto 
(Camarero et al., 1999). La Py-GC/MS de la lignina kraft liberó algunos 
compuestos derivados de lignina que no fueron encontrados durante los 
análisis de otras muestras, como 2,6-dimetoxibenzoquinona, probablemente 
formada tras la ruptura de enlaces alquil-aril en unidades fenólicas, 3-
metoxicatecol, probablemente derivado de unidades S alteradas 
(desmetiladas), y dimetoxitiofenol, formado por la incorporación de sulfuro 
a las unidades S durante el pasteado kraft en el que se utiliza Na2S y NaOH 
como reactivos de cocción (también se liberaron por pirólisis S6 y S8). La 
pirólisis de la lignina kraft también liberó cantidades altas de aldehídos y 
cetonas aromáticas de tipo S y G, que pudieron originarse de la escisión de 
los enlaces β-aril éter durante la cocción. Simultáneamente, de la lignina 
kraft se liberaron cantidades más pequeñas de vinilsiringol y 
propenilsiringol (y sus correspondientes productos de tipo G) de acuerdo 
con la baja cantidad de enlaces éter en el Cβ (Choi et al., 2001).  
Es posible concluir que las ligninas residuales de eucalipto muestran una 
composición química más similar a la MWL que a la lignina kraft. Esto 
indica que la lignina más fuertemente modificada durante la cocción de la 
madera es liberada e incorporada a las lejías negras, mientras que la lignina 
residual en pasta permanece menos alterada (Gellerstedt et al., 1999). 
Posteriormente se produce una alteración oxidativa de la lignina residual 
durante el blanqueo TCF de la pasta de eucalipto.  
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CAPÍTULO 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Composición de ligninas y ácidos cinámicos de plantas no 
madereras por Py-GC/MS, Py-GC/TMAH y FTIR1
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resumen. Se analizaron por pirólisis analítica acoplada a cromatografía de 
gases/espectrometría de masas y espectroscopía infrarroja, ligninas de 
diferentes plantas no madereras, utilizadas para la fabricación de papeles 
especiales, tras su extracción alcalina. Las plantas de cáñamo y lino 
mostraron un predominio de unidades guayacilo (1-hidroxi-2-metoxifenol) 
en la lignina, mientras el yute, sisal y el abacá tienen ligninas ricas en 
unidades siringilo (1-hidroxi-2,6-dimetoxifenol). En ligninas aisladas, 
especialmente de abacá y sisal, se encontraron ácidos p-hidroxicinámicos 
unidos por enlaces álcali-resistentes. La presencia de estos compuestos en 
ligninas aisladas, así como en las fibras completas, se mostró por pirólisis 
en presencia de hidróxido de tetrametilamonio (termoquimiolisis), siendo el 
ácido p-cumárico especialmente abundante en el abacá. 
                                                
1del Río, J.C., Gutiérrez, A., Rodríguez, I.M., Ibarra, D., y Martínez, A.T. (2006). 
Composition of non-woody plant lignins and cinnamic acids by Py-GC/MS, 
Py/TMAH and FTIR. Enviado a J. Anal. Appl. Pyrolysis. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
La madera es la principal materia prima para la industria de pasta y papel 
en los países desarrollados, mientras que las fibras no madereras ocupan 
pequeños mercados alternativos proporcionando propiedades especiales a 
un rango de productos con un alto valor añadido. Además, donde las fibras 
de madera no están disponibles, como en los países en desarrollo, 
diferentes plantas no madereras son la mayor fuente de fibra para la 
industria de pasta y papel. Por otro lado, las necesidades de crecimiento en 
la Unión Europea obligan a considerar nuevas estrategias agrícolas que 
permitan pasar de una actividad agrícola enteramente focalizada en la 
producción de comida a otra que cubra las necesidades de otros sectores 
industriales, como el papelero o textil (Moore, 1996). Las fibras no 
madereras pueden llegar a ser un importante cultivo industrial en esta 
transformación de la economía europea. 
El lino, cáñamo, kenaf, yute, abacá y sisal están entre las fibras no 
madereras utilizadas en la fabricación de pastas de alta calidad para papeles 
especiales (como bolsas de té, filtros, papeles moneda, papeles de 
seguridad, papeles de cigarrillo o papeles para condensadores). Sin 
embargo, los procesos de fabricación de papel no han sido desarrollados 
para las plantas no madereras y tienen que ser adaptados de los 
desarrollados para la madera. Mientras la estructura química de la lignina 
de madera es parcialmente conocida y los modelos estructurales para las 
ligninas de maderas blandas y duras estaban disponibles en 1970 (Nimz, 
1974; Adler, 1977) y fueron mejorados más tarde (Karhunen et al., 1995), 
los estudios sobre la estructura de la lignina de plantas no madereras son 
comparativamente escasos (Sun et al., 1997). El conocimiento de la 
composición de la lignina en las fibras no madereras es importante para 
optimizar los procesos de pasteado y  blanqueo de estas materias primas. 
La pirólisis analítica ha sido muy útil para la caracterización de 
macromoléculas complejas incluyendo lignina en madera (Pouwels et al., 
1987; Saiz-Jiménez et al., 1987; Elder, 1991; Yokoi et al., 1999; del Río et 
al., 2001a; del Río et al., 2002) y materiales lignocelulósicos no madereros 
(Serés-Aspax et al., 1985; Niemann et al., 1992; Morrison y Archibald, 
1998; Kuroda et al., 2001; Kuroda et al., 2002b), y algunas ligninas 
aisladas (Martín et al., 1979; Saiz-Jiménez y de Leeuw, 1986; Meier y 
Faix, 1992; Bocchini et al., 1997; Zier et al., 1997; Camarero et al., 1999). 
Las características de algunas ligninas representativas, incluyendo su 
composición en unidades p-hidroxifenilo (H), guayacilo (G) y siringilo (S), 
han sido establecidas tras degradación química, así como utilizando 
pirólisis analítica (Lin y Dence, 1992). Debido a su composición, 
incluyendo unidades H, G y S, las ligninas de herbáceas han sido 
clasificadas como ligninas HGS. Estas ligninas son diferentes de las de 
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maderas blandas (ligninas G) o maderas duras (ligninas GS) y de las 
ligninas de las maderas de compresión (comparativamente enriquecidas en 
unidades H). 
Los precursores de la lignina, los ácidos p-cumárico y ferúlico, así como 
diferentes diferulatos (Bunzel et al., 2001) son abundantes en plantas no 
madereras formando puentes entre lignina y polisacáridos, los cuales han 
sido especialmente investigados en herbáceas (Scalbert et al., 1985; Lam et 
al., 1992; Grabber et al., 2000; Lam et al., 2001; Sun et al., 2001; Sun et 
al., 2002). La presencia de estos compuestos fenilpropaniodes constituye 
una complicación para el análisis de la lignina por pirólisis analítica ya que 
producen productos de degradación similares a las correspondientes 
unidades de lignina. Este problema puede ser resuelto al combinar la 
pirólisis en presencia o ausencia de hidróxido de tetrametilamonio (TMAH) 
(del Río et al., 1996). Esta última libera los ácidos p-hidroxicinámicos 
intactos, como derivados metilados. La pirólisis en presencia de TMAH 
(llamada termoquimiolisis o pirólisis y metilación simultáneas) ha sido 
también empleada para caracterizar una variedad de polímeros naturales 
(Martín et al., 1995; del Río et al., 1996; Filley et al., 1999; Chefetz et al., 
2000; Kuroda et al., 2002a; Vane, 2003). 
El presente estudio se centró sobre la composición de la lignina y ácidos 
cinámicos en una serie de plantas no madereras (cáñamo, lino, yute, sisal y 
abacá) utilizando pirólisis analítica (en ausencia y presencia de TMAH) y 
espectroscopía infrarroja de transformada de Fourier (FTIR). 
 
 
2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1 Ligninas y fibras no madereras  
 
Las fibras no madereras y sus correspondientes ligninas fueron 
suministradas por la fábrica de pasta de papel de CELESA (Tortosa, 
España). Se analizaron fibras de floema del tallo de cáñamo, lino y yute, así 
como fibras de las hojas de sisal y abacá. Las alcaliligninas de las plantas 
no madereras indicadas se extrajeron por un tratamiento alcalino, y se 
precipitaron bajo condiciones ácidas y lavaron con agua acidulada antes de 
ser analizadas. 
 
2.2 Py-GC/MS y Py(TMAH)-GC/MS 
 
Las pirólisis se llevaron a cabo en un pirolizador de punto de Curie 
acoplado a un equipo de GC/MS Varian Saturn 2000 utilizando una 
columna DB-5 de 30 m x 0,25 mm (grosor de película de 0,25 µm). Se 
depositaron aproximadamente 100 µg de muestra finamente pulverizada en 
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un filamento ferromagnético insertándolo en un capilar de vidrio, que fue 
colocado en el pirolizador. La pirólisis se realizó durante 4 s. El 
cromatógrafo se programó de 40ºC (1 min) hasta 300ºC con un incremento 
de 6ºC/min. La temperatura final se mantuvo durante 20 min. La 
temperatura del inyector se mantuvo a 280ºC, mientras la interfase GC/MS 
se mantuvo a 300ºC. Para la pirólisis en presencia de TMAH, se mezcló 
una muestra de 100 µg con aproximadamente 0,5 µl de TMAH (solución 
acuosa 25% p/p) y se colocó sobre el filamento ferromagnético. La pirólisis 
se llevó a cabo como se describe anteriormente. Los productos resultantes 
se identificaron por comparación con los descritos en la literatura (Faix et 
al., 1990; Ralph y Hatfield, 1991) y los disponibles en las bibliotecas 
electrónicas de Wiley y NIST. 
 
2.3 FTIR 
 
Los espectros se obtuvieron con un espectrofotómetro Bruker IF-28 
utilizando 1 mg de lignina en 300 mg de KBr. Se acumularon un total de 50 
interferogramas, y el espectro se corrigió por sustracción de la línea base 
entre los valles a 1850 y 900 cm-1. Para la estimación de la relación S/G se 
estimaron las intensidades de las bandas alrededor de 1327 cm-1 (para 
unidades S) y 1271 cm-1 (para unidades G), tras aumentar la resolución 
(sustracción de 1000 veces la segunda derivada) y realizar un suavizado (x 
100) del espectro y corregir  la línea base entre los valles a 1401 y 1172 
cm-1 (Bechtold et al., 1993). 
 
 
3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
En la Fig. 1 se muestran los pirogramas de las alcaliligninas de diferentes 
plantas no madereras, así como la identificación de los principales picos 
correspondientes a los productos de ruptura de la lignina. En las muestras 
no existían compuestos derivados de carbohidratos. Las ligninas de plantas 
no madereras están constituidas de unidades H, G y S, las cuales liberan 
diferentes compuestos diagnósticos, que se identificaron respectivamente 
como fenol (pico 15), guayacol (pico 24), siringol (pico 40), y sus 
derivados 4-metil (picos 30 y 48), 4-etil (picos 25, 36 y 55), 4-vinil (picos 
33, 39 y 58), 4-alil (pico 61) y 4-propenil (picos 50 y 67). También se 
identificaron varios fenoles oxidados, tales como vainillina (pico 46), 
siringaldehído (pico 64), acetosiringona (pico 68) y siringilacetona (pico 
71). Entre las diferentes alcaliligninas se encontraron diferencias 
claramente visibles en los patrones de Py-GC/MS. La composición de las 
diferentes ligninas no madereras en términos de unidades H, G y S se 
muestran en la Tabla 1 (como áreas molares relativas). Las relaciones  S/G 
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Fig. 1. Análisis por Py-GC/MS de las alcaliligninas procedentes de diferentes 
fibras no madereras: A, cáñamo; B, lino; C, yute; D, sisal; y E, abacá. 
Identificación de picos: 15, fenol; 22, m- y p-cresol; 24, guayacol; 25, 4-etilfenol; 
30, 4-metilguayacol; 33, 4-vinilfenol; 35, metoxicatecol; 36, 4-etilguayacol; 39, 
4-vinilguayacol; 40, siringol; 42, 4-hidroxibenzaldehído; 43, 4-propilguayacol; 
46, vainillina; 48, 4-metilsiringol; 50, t-isoeugenol; 52, acetoguayacona; 55, 4-
etilsiringol; 58, 4-vinilsiringol; 61, 4-alilsiringol; 62, 4-propilsiringol; 64, 
siringaldehído; 67, t-propenilsiringol; 68, acetosiringona; 71, siringilacetona; y 
73, propiosiringona.  
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revelaron  la  presencia  de  ligninas  de  tipo  G  en el  lino y  cáñamo (baja 
relación S/G de 0,5-0,8). Por el contrario, las ligninas de yute, sisal y abacá 
mostraron relaciones S/G (1,8-3,4) típicas para maderas duras (Meier y 
Faix, 1992; del Río et al., 2001b).  
 
 
Tabla 1. Relación H:G:S por Py-GC/MS de las alcaliligninas de plantas anuales, y 
contenido en ácidos cinámicos y composición de éstos por termoquimiolisis de las 
alcaliligninas y las fibras completas (abundancias molares). 
 Cáñamo Lino Yute Sisal Abacá 
Alcaliligninas:      
H (%) a 9 4 2 2 26 
G (%) b 51 67 36 22 19 
S (%) c 40 29 62 76 55 
Relación cinámicos/lignina d 0,05 0,01 0,04 0,11 0,39 
Relación p-cumárico/ferúlico d 0,4 0,2 0,1 2,1 5,7 
Fibras completas:      
Relación cinámicos/lignina d 0,03 0,03 0,02 0,07 2,64 
Relación p-cumárico/ferúlico d 1,9 1,4 0,6 0,7 27,9 
a de las areas molares de los picos 15, 22, 25, 33 y 42 (Fig. 1); b de las areas molares de los picos 
24, 30, 36, 39, 43, 46, 50 y 52 (Fig. 1); c de las areas molares de los picos 40, 48, 55, 58, 61, 62, 
64, 67, 68, 71 y 73 (Fig. 1); d de las areas molares de los picos de p-cumárico (42), ferúlico (53), 
y lignina (3, 5, 6, 10, 13, 14, 18,  21, 25-27, 31, 33, 35, 37-39, 41, 43, 44, 46, 48 y 50) (Fig. 2). 
 
 
Las unidades de lignina S y G acetiladas (en el Cγ) han sido 
recientemente descritas como especialmente abundantes en el kenaf (Ralph, 
1996; Ralph y Lu, 1998; del Río et al., 2004). Estos enlaces acetato son 
rotos durante la extracción alcalina (así como en los análisis de 
termoquimiolisis descritos anteriormente), por lo tanto, no se encontraron 
en las Fig. 1 y 2. Sin embargo, tras Py-GC/MS de las fibras completas del 
yute, sisal y abacá se detectaron pequeñas cantidades (0,1 a 0,8% del área 
total) de acetatos de c y t-sinapil alcohol (resultados no mostrados). En las 
ligninas del cáñamo y abacá se encontraron cantidades significativas de 
compuestos de tipo H hasta alcanzar más del 26% del total de los productos 
de pirólisis (Fig. 1a y e, y Tabla 1). Esto se debió a la alta cantidad del 4-
vinilfenol (pico 33) liberado de estas ligninas. Es sabido que bajo 
condiciones de pirólisis el ácido p-cumárico se descarboxila para producir 
este compuesto (del Río et al., 1996). 
La presencia de ácidos p-hidroxicinámicos, los cuales forman puentes 
lignina-carbohidrato en las plantas herbáceas (Iiyama et al., 1994), en las 
ligninas aisladas se confirmó por termoquimiolisis  (Fig. 2a y c). El TMAH 
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Fig. 2. Análisis por termoquimiolisis de la alcalilignina (A) y fibra (B) de abacá, 
comparada con la alcalilignina (C) y fibra (D) de cáñamo. Identificación de los 
picos: 3, 4-metoxitolueno; 5, 1,2-dimetoxibenceno; 6, 4-metoxiestireno; 7, 1,4-
dimetoxibenceno; 8, 2,3-dimetoxitolueno; 9, 3-metoxibenzaldehído; 10, 3,4-
dimetoxitolueno; 11, 2,5-dimetoxitolueno; 13, 4-metoxibenzaldehído; 14, 1,2,3-
trimetoxibenceno; 15, 4-etil-1,2-dimetoxibenceno; 16, 3-metoxibenzoato de 
metilo; 18, 3,4-dimetoxiestireno; 19, 1,2,4-trimetoxibenceno; 21, 3,4,5-
trimetoxitolueno; 22, 1,2,3,4-tetrametoxibenceno; 24, 1-(3,4-dimetoxifenil)-1-
metoxietano; 25, 3,4-dimetoxibenzaldehído; 26, 1-(3,4-dimetoxifenil)-1-
propeno; 27, 3,4,5-trimetoxiestireno; 28, 1,2,3,5-tetrametoxibenceno; 31, 3,4-
dimetoxiacetofenona; 33, 3,4-dimetoxibenzoato de metilo; 34, c-3-(4-
metoxifenil)-3-propenoato de metilo; 35, 3,4,5-trimetoxibenzaldehído; 37, c-1-
(3,4-dimetoxifenil)-2-metoxietileno; 38, t-1-(3,4-dimetoxifenil)-2-metoxietileno; 
39, c-1-(3,4-dimetoxifenil)-1-metoxiprop-1-en; 41, 3,4,5-trimetoxiacetofenona; 
42, t-3-(4-metoxifenil)-propenoato de metilo; 43; 1-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-
propanona; 44, 3,4,5-trimetoxibenzoato de metilo; 46, 1-(3,4,5,-trimetoxifenil)-
2-metoxipropano; 48, c-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-metoxietileno; 50, t-1-(3,4,5-
trimetoxifenil)-2-metoxietileno; y 53, t-3-(3,4-dimetoxifenil)-propenoato de 
metilo. 
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a altas temperaturas induce la ruptura de enlaces éter β-O-4’ en la lignina y 
libera productos similares a los obtenidos bajo degradación alcalina con 
CuO, incluyendo aldehídos (picos 13, 25 y 35), cetonas (picos 31 y 41) y 
ácidos fenólicos (picos 33 y 44) metilados (Martín et al., 1995; Challinor, 
1995; Clifford et al., 1995; del Río et al., 1998). La termoquimiolisis 
también induce la saponificación a altas temperaturas de los ésteres de los 
ácidos p-hidroxicinámicos y la ruptura de los enlaces éter en el C4, con la 
subsiguiente metilación de los grupos libres carboxilo e hidroxilo (del Río 
et al., 1996). De este modo, la termoquimiolisis de la lignina de abacá 
liberó altas cantidades (por encima de un 20% del área total) del derivado 
metilado del ácido p-cumárico, el 3-(4-metoxifenil)-propenoato de metilo 
(pico 42), así como bajas cantidades (cerca de un 5% del área total) del 
derivado metilado del ácido ferúlico, el 3-(3,4-dimetoxifenil)-propenoato 
de metilo (pico 53) (Fig. 2a). Por otro lado, se encontraron altas cantidades 
de ácido p-cumárico (sobre un 60% del área total), junto con ácido ferúlico 
(2,5% del área total) tras la termoquimioliosis de la fibra completa de abacá 
(Fig. 2b). Además de las formas trans de los ácidos p-hidroxicinámicos 
metilados, en el abacá también se identificó en menor cantidad el isómero 
cis del ácido ferúlico (pico 34). Los derivados metilados de los dos ácidos 
p-hidroxicinámicos también se detectaron en otras fibras no madereras y en 
las ligninas aisladas, aunque su abundancia fue mucho más baja que la 
encontrada en el abacá. En el caso del cáñamo, los ácidos cinámicos sólo 
aparecieron como picos menores después de la termoquimiolisis de las 
fibras completas (Fig. 2d). Su abundancia relativa fue más alta en la lignina 
aislada del cáñamo, incluyendo mayores cantidades de ácido ferúlico que 
de p-cumárico al contrario de lo encontrado en el abacá (Fig. 2c). 
En la Tabla 1 se muestra la relación entre los ácidos p-hidroxicinámicos 
y los compuestos derivados de la lignina, y también la relación p-
cumárico/ferúlico en las diferentes alcaliligninas y fibras. Excepto en el 
abacá, donde son especialmente abundantes, y en el sisal, los ácido p-
hidroxicinámicos se encuentran en bajas cantidades en el resto de las fibras 
estudiadas. Esto está de acuerdo con la literatura que generalmente recoge 
la presencia de mayores cantidades de estos compuestos en 
monocotiledoneas (herbáceas) que en dicotiledoneas, aunque el ácido 
ferúlico ha sido encontrado en lino y otras dicotiledoneas (Lozovaya et al., 
1999). Mientras que el ácido p-cumárico es muy abundante en el abacá 
(como se discutió anteriormente) y predomina ligeramente en el lino y 
cáñamo por encima del ácido ferúlico, este último fue ligeramente más 
abundante que el ácido p-cumárico en el yute y sisal. Algunos de estos 
resultados son nuevos en la literatura, la cual generalmente recoge mayores 
cantidades de ácido ferúlico que de p-cumárico en monocotiledoneas 
(generalmente herbáceas) (Henry y Harris, 1997), así como en algunas 
dicotiledoneas aunque con cantidades más bajas de ambos compuestos 
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(Lozovaya et al., 1999). Estudios en el maíz (Ralph et al., 1994), trigo 
(Crestini y Argyropoulos, 1997) y otras plantas herbáceas como el bambú 
(Lu y Ralph, 1999) revelaron que el ácido p-cumárico se encuentra 
esterificado en la posición-γ de las cadenas laterales de lignina, y 
predominantemente a unidades S (Grabber et al., 1996; Lu y Ralph, 1999). 
Por lo tanto, probablemente el ácido p-cumárico en el abacá también se 
asocia a la posición-γ de la cadena lateral de la lignina. Como moléculas 
bifuncionales con sitios de unión carboxílicos y fenólicos, los ácidos p-
hidroxicinámicos pueden estar implicados en enlaces éter y éster.  
Probablemente los ácidos p-hidroxicinámicos están unidos a las 
alcaliligninas por enlaces éter, ya que los enlaces éster son fácilmente rotos 
durante la extracción (Scalbert et al., 1985; Lam et al., 1992; Sun et al., 
2002). La Tabla 1 también muestra la composición relativa de los ácidos p-
hidroxicinámicos (relación p-cumárico/ferúlico) en las fibras y en las 
alcaliligninas. Curiosamente, esta relación disminuye drásticamente en 
todas las ligninas aisladas (excepto para el sisal) cuando se comparan con 
la lignina de la fibra completa. Esto quiere decir que, de acuerdo a la 
literatura (Ralph et al., 1994; Grabber et al., 1996; Crestini y 
Argyropoulos, 1997; Lu y Ralph, 1999), la mayor parte del ácido p-
cumárico estaba asociado a través de enlaces éster a las cadenas laterales de 
la lignina (y carbohidratos) en las paredes celulares de las fibras, mientras 
que él ácido ferúlico estaba unido a la lignina, predominantemente por 
enlaces éter. En el sisal parece ocurrir lo contrario, el ácido ferúlico parece 
estar predominantemente enlazado a la lignina a través de enlaces éster y el 
ácido p-cumárico a través de enlaces éter. 
Los resultados de los análisis de las alcaliligninas por pirólisis analítica 
(en ausencia o presencia de TMAH) se confirmaron por FTIR. Los 
espectros de las diferentes alcaliligninas (Fig. 3) muestran patrones típicos 
(Faix, 1991; Vázquez et al., 1997), aunque se observaron diferencias 
significativas en las intensidades de algunas de las bandas. Los espectros de 
las ligninas de sisal, abacá y yute fueron muy similares, mientras que las de 
lino y cáñamo mostraron los patrones de bandas más diferentes. Las 
intensidades de los picos a 1327 y 1271 cm-1 (vibración de anillos en 
unidades S y G, respectivamente) se utilizaron para estimar los contenidos 
de S y G tras incrementar la resolución (como se describe en Materiales y 
Métodos). La banda a 1327 cm-1 fue claramente visible en el espectro del 
sisal, abacá y yute, la de 1271 cm-1 fue visible en las ligninas de lino y 
ambas bandas fueron evidentes en las ligninas del cáñamo. Otras bandas de 
tipo S, e.g. a 1128 y 834 cm-1 (enlaces C-H dentro y fuera de plano 
respectivamente) fueron también evidentes en el espectro de la lignina de 
lino, junto con las bandas G (1271 y 853 cm-1). No se observaron 
diferencias en las intensidades del triplete característico de la lignina a 
1515, 1462-4 y 1425-7 cm-1 (vibraciones de los anillos aromáticos). Una 
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Fig. 3. Espectros FTIR de las alcaliligninas aisladas de las diferentes fibras no 
madereras: A, cáñamo; B, lino; C, yute; D, sisal y E, abacá. Ver el texto para la 
asignación de bandas. 
fuerte banda a 1218 cm-1 (tensión de los enlaces C-C, C-O y C=O) se 
encontró en todos los espectros. La lignina de cáñamo se caracterizó por la 
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alta intensidad de las bandas a 1639 cm-1 (tensión del enlace C=O) y 1616 
cm-1 (vibración de los anillos aromáticos). Los valores de S/G calculados 
tras FTIR están de acuerdo con los obtenidos por Py-GC/MS, y revelaron la 
presencia de una lignina de tipo G en el lino (con una relación S/G de 0,4). 
Por el contrario, las ligninas de yute, sisal y abacá fueron de tipo S 
(relaciones S/G de 1,4, 3,4 y 1,9, respectivamente). En el caso de la 
alcalilignina del cáñamo, la relación calculada por FTIR (2,0) fue diferente 
de la calculada por Py-GC/MS. 
 
 
4. CONCLUSIONES 
 
Se han analizado alcaliligninas de una serie de fibras no madereras 
(cáñamo, lino, yute, sisal y abacá) utilizadas para la fabricación de pasta de 
papel. Las ligninas de cáñamo y lino tienen bajas relaciones S/G, mientras 
que las del yute, sisal y abacá presentan altas relaciones S/G, como 
revelaron por los marcadores fenólicos de Py-GC/MS y las bandas FTIR a 
1327 y 1271 cm-1. La termoquimiolisis mostró una cantidad significativa 
del ácido p-cumárico en la lignina de abacá (relación ácido 
cinámico/lignina de 0,4) y un contenido mucho más bajo de ácidos 
cinámicos en las otras ligninas. El análisis de las fibras completas mostró 
cantidades muy altas del ácido p-cumárico en el abacá (relación ácido 
cinámico/lignina de 2,5). Además, el análisis de los ácidos cinámicos en las 
fibras mostró que gran parte del ácido p-cumárico estaba asociado a la 
lignina a través de enlaces de tipo éster, mientras que el ácido ferúlico 
estaba predominantemente enlazado por enlaces de tipo éter. En el sisal 
parece ocurrir lo contrario, el ácido ferúlico está predominantemente 
enlazado a través de enlaces de tipo éster y el ácido p-cumárico a través de 
enlaces de tipo éter álcali-resistentes. 
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Explorando los parámetros enzimáticos para una deslignificación 
óptima de la pasta de eucalipto utilizando lacasa-mediador1
 
 
 
 
 
 
Resumen. La lacasa de Pycnoporus cinnabarinus se comparó con lacasas 
comerciales de Trametes villosa y Myceliophthora thermophila en cuanto a  
estabilidad y niveles de oxidación del mediador. Debido a su elevada 
estabilidad térmica y su eficiencia oxidando el 1-hidroxibenzotriazol 
(HBT), la lacasa de P. cinnabarinus se seleccionó para el blanqueo 
totalmente libre de cloro de pasta de papel, utilizando HBT como 
mediador. La inactivación de la lacasa por el HBT (50% en 4 h) disminuyó 
un 20% en presencia de pasta kraft de eucalipto. El sistema lacasa-HBT 
deslignificó (disminución de 4 puntos del índice kappa con respecto al 
control) y blanqueó la pasta de eucalipto (incremento de 6% ISO en la 
blancura) y un tratamiento alcalino posterior con peróxido de hidrógeno 
aumentó la blancura de la pasta en 16% ISO. Con un tratamiento 
enzimático corto aplicado entre las etapas de deslignificación con oxígeno 
y el blanqueo con peróxido se pudo obtener una pasta final con una 
blancura de 90,3% ISO y un índice kappa de 5. Las mejoras más 
significativas de las propiedades de la pasta se produjeron durante las dos 
primeras horas del tratamiento con lacasa-HBT y no se vieron diferencias 
en los rendimientos de la enzima a 65ºC o 50ºC. La determinación de 
ácidos hexenurónicos, que contribuyen hasta en un 50% al índice kappa 
tras el tratamiento lacasa-mediador de la pasta kraft de eucalipto, 
proporcionó una estimación más realista del nivel final de deslignificación 
obtenido superior al 80%. El análisis por FTIR de las ligninas residuales de 
las pastas tratadas reveló fuertes modificaciones durante el tratamiento con 
lacasa-HBT. 
                                                
1Ibarra, D., Romero, J., Martínez, M.J., Martínez, A.T., y Camarero, S. (2006). 
Exploring the enzymatic parameters for optimal delignification of eucalypt pulp 
by laccase-mediator. Enz. Microb. Technol (en impresión). 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
Las enzimas constituyen alternativas respetuosas con el medio ambiente al 
uso de reactivos químicos clorados en la fabricación de pasta de papel. 
Varias fábricas de pasta en Europa y Norteamérica incorporan enzimas 
(xilanasas) para reducir el consumo de reactivos químicos y la 
contaminación en sus secuencias de blanqueo (Viikari, 2000). Estas 
enzimas hidrolizan el xilano reprecipitado sobre la superficie de las fibras 
celulósicas tras la cocción kraft, contribuyendo a la liberación de la lignina, 
pero su efecto sobre la blanqueabilidad de la pasta es limitado. Por otro 
lado, se ha demostrado la eficiencia de las lacasas fúngicas en presencia de 
mediadores, en los denominados sistemas lacasa-mediador, para 
deslignificar diferentes tipos de pastas (Bourbonnais et al., 1997; Crestini y 
Argyropoulos, 1998; Camarero et al., 2002; Tamminen et al., 2003), siendo 
los sistemas enzimáticos más prometedores para un blanqueo respetuoso 
con el medio ambiente. Los mediadores más efectivos para la 
deslignificación de la pasta descritos hasta la fecha son aquellos que 
contienen un grupo funcional -NOH-, como el 1-hidroxibenzotriazol (HBT) 
(Bourbonnais et al., 1997; Xu et al., 2000). La aplicación de las lacasas en 
secuencias industriales de blanqueo no debería incrementar 
significativamente los costes ya que las lacasas utilizan oxígeno como 
aceptor de electrones y pueden ser producidas en grandes cantidades a un 
precio razonable. Sin embargo, hay varias limitaciones que deberán ser 
consideradas antes de la implementación industrial de los sistemas lacasa-
mediador, tales como la elección de la mejor enzima y mediador en 
términos de eficiencia, costes y seguridad medioambiental.   
El pasteado kraft representa más del 50% de la producción mundial de 
pasta. La madera de eucalipto proporciona una fibra de interés estratégico 
para España y otros países del Sur de Europa y América. El interés de la 
industria de pasta y papel por esta fibra se está incrementando debido a sus 
excelentes características para obtener papel de impresión y escritura,  
papel tisú, etc. En este trabajo se compara la lacasa de Pycnoporus 
cinnabarinus con dos lacasas comerciales en cuanto a su actividad y 
estabilidad a la temperatura y al pH para el blanqueo enzimático de la 
pasta. Esta enzima se empleó después para deslignificar (y blanquear) pasta 
kraft de eucalipto en combinación con tratamientos de oxígeno y peróxido, 
obteniendo valores de blancura significativamente más altos y de índice 
kappa más bajos que los obtenidos cuando se aplican sólo reactivos 
químicos de blanqueo.  
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1 Muestras de pasta 
 
Las pastas kraft de Eucalyptus globulus se produjeron en la fábrica de 
ENCE en Pontevedra (España). Para la optimización del tratamiento 
lacasa-HBT se utilizaron pasta cruda (no blanqueada) con un índice kappa 
de 15,8, una blancura de 36,7% ISO y una viscosidad de 1239 mL/g, y 
pasta deslignificada con oxígeno con un índice kappa de 9,7, una blancura 
de 61% ISO y una viscosidad de 963 mL/g. 
 
2.2 Enzimas   
 
La lacasa de P. cinnabarinus, producida por Belden (Andenne, Bélgica) a 
partir de la cepa hiperproductora monocariótica ss3 (Herpoël et al., 2000), 
se comparó con dos lacasas comerciales de Trametes villosa y 
Myceliophthora thermophila proporcionadas por Novozymes (Dinamarca). 
La actividad lacasa se valoró midiendo la oxidación del ácido 2,2’-azino-
bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico) (ABTS) 5 mM tamponado con acetato 
sódico 100 mM (pH 5) a 24ºC. La formación del radial catiónico del ABTS 
se midió a 436 nm (ε436 = 29300 M-1 cm-1). Una unidad de actividad 
enzimática se definió como la cantidad de enzima que transforma 1 µmol 
de sustrato por minuto. Todas las medidas se llevaron a cabo en un 
espectrofotómetro Shimadzu UV-Vis 160. 
 
2.3 Estabilidad enzimática y pH y temperatura óptimos  
 
Se incubaron las tres lacasas anteriores (800 mU/ml de actividad inicial) en 
tampón citrato-fosfato-borato 100 mM (en un rango de pH de 2 a 10) 
durante 24 h a 24ºC para determinar sus estabilidades a los citados pH. Las 
actividades de las lacasas a diferentes tiempos se determinaron con ABTS, 
en tampón acetato sódico, pH 5, como se describe en el apartado 2.2. 
 El pH óptimo se investigó en el mismo rango (pH 2-10). La actividad 
inicial de cada enzima a los diferentes pH se analizó utilizando ABTS 5 
mM como sustrato, en tampón citrato-fosfato-borato.  
 La estabilidad térmica se determinó utilizando la misma dosis de enzima 
en tampón citrato-fosfato-borato 100 mM (a pH 4 para las lacasas de P. 
cinnabarinus y T. villosa, y a pH 7 para la lacasa de M. thermophila) a 
diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60, 70 y 80 ºC), durante 24 h.  
 La temperatura óptima para las tres lacasas se midió en el mismo rango 
de temperaturas (30-80ºC) en tampón acetato 100 mM, pH 5, de acuerdo a 
lo mencionado en el apartado 2.2.  
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2.4 Oxidación del HBT  
 
La oxidación del 1-hidroxibenzotriazol (HBT) (de Sigma-Aldrich) por la 
lacasas de P. cinnabarinus, T. villosa y M. thermophila se ensayó con 600 
mU/ml de enzima en tampón tartrato sódico 100 mM (pH 4). Se ensayaron 
dos concentraciones diferentes de HBT: 3,3 mM, la concentración molar 
empleada en los ensayos de blanqueo de pasta de eucalipto, y 100 mM, 
cercana a la concentración saturante (soluciones más concentradas son 
difíciles de manejar). Como comparación se ensayó la oxidación de ABTS 
3,3 mM con 5 mU/ml de lacasa en el mismo tampón. 
 
2.5 Inactivación de la lacasa por el mediador 
 
La actividad de la lacasa de P. cinnabarinus (600 mU/ml de actividad 
inicial) se siguió durante 12 h a 50ºC, en tampón tartrato sódico 50 mM 
(pH 4) en ausencia o presencia de HBT 3,33 mM. El efecto de la pasta se 
evalúo haciendo un seguimiento de la actividad (20 U de actividad inicial/g 
de pasta) durante 4 h en presencia (1,5% p/p, equivalente a 3,33 mM) o 
ausencia de HBT utilizando 1 g (peso seco) de pasta kraft cruda (a 3% de 
consistencia) a 50ºC, en tampón tartrato sódico 50 mM (pH 4). 
 
2.6 Tratamientos lacasa-mediador 
 
La optimización del tratamiento lacasa-mediador se llevó a cabo por 
duplicado con 10 g (peso seco) de pasta cruda al 3% de consistencia en 
tampón tartrato sódico 50 mM (pH 4), utilizando 20 U/g de la lacasa de P. 
cinnabarinus y 1,5% o 3% (p/p) de HBT (todo relativo a peso seco de la 
pasta). Se añadió Tween 80 (0,05% p/v) como surfactante. Los tratamientos 
se llevaron a cabo en matraces bajo O2 atmosférico (en continuo burbujeo) 
en un agitador termostatizado, a 160 rpm y 50ºC, durante 12 h. Como 
controles, las pastas se trataron bajo idénticas condiciones, pero sin enzima. 
 
2.7 Combinación de tratamientos enzimáticos y químicos 
 
La pasta de eucalipto tratada con el sistema lacasa-mediador se extrajo con 
álcali (1,5% de NaOH, durante 1 h a 60ºC, a una consistencia del 5%) o se 
trató con peróxido de hidrógeno (3% de H2O2 en 1,5% de NaOH, durante 2 
h a 90ºC, a una consistencia del 5%).  
Por otra parte, sobre las pastas kraft cruda o deslignificada con oxígeno 
tratadas con lacasa-mediador, se llevó a cabo una secuencia de blanqueo 
TCF completa, en la que se incluyó un tratamiento quelante, empleando 
0,3% de ácido dietilentriaminopentaacético (DTPA de Sigma-Aldrich; 1 h 
a 85ºC, pH 5-6, a una consistencia del 10%), para mejorar el rendimiento 
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del peróxido de hidrógeno. Este tratamiento con peróxido (3,0% H2O2, 
1,5% NaOH, 0,1% SO4Mg y 0,5% Si2O3Na2) se aplicó en dos pasos, el 
primero bajo oxígeno presurizado (2 h a 105ºC, bajo una presión de O2 de 
6kg/cm2) y el segundo bajo presión atmosférica (3,5 h a 98ºC). 
 
2.8 Evaluación de las propiedades de la pasta 
 
La blancura, el índice kappa (como una estimación del contenido de 
lignina) y la viscosidad (determinada como viscosidad intrínseca de una 
muestra de celulosa disuelta en una solución diluida de cuprietilendiamina) 
de la pasta se estimaron por métodos estándar ISO (International 
Organisation for Standardization Documentation and Information (ISO), 
2003). El contenido de ácidos hexenurónicos (HexA) en las pastas se midió 
por cuantificación espectrofotométrica de los derivados del furano 
producidos tras tratamiento ácido de los ácidos hexenurónicos. (Vuorinen 
et al., 1999). La contribución de lignina al índice kappa se calculó mediante 
la siguiente ecuación: 
 
Ka = 0,086 HexA + kr 
 
donde el índice kappa real, que corresponde al contenido en lignina (kr), es 
calculado a partir de la diferencia entre el índice kappa aparente medido 
por métodos estándares (ka) y el índice kappa debido al contenido en HexA. 
Este último es estimado tras calcular el factor de conversión 
correspondiente por el que 10 µmol de HexA contribuyen en 0,86 unidades 
de índice kappa. 
Se calcularon dos índices de selectividad en base al descenso del índice 
kappa (SlcK) o al incremento de la blancura (SlcB) con respecto a la 
integridad de la pasta inicial, de acuerdo a las siguientes ecuaciones: 
 
     SlcK = (Ki-Kf / Vi-Vf) x 100 
 
SlcB = (Bf-Bi / Vi-Vf) x 100 
 
donde Ki y Kf corresponden al índice kappa inicial y final, Bi y Bf a la 
blancura inicial y final, y Vi y Vf a la viscosidad inicial y final de la pasta, 
respectivamente. 
 
2.9 Análisis espectroscópico de la lignina residual en las pastas  
 
Las ligninas residuales se aislaron de las pastas cruda y blanqueada por 
hidrólisis enzimática de la celulosa con una celulasa de Trichoderma reesei 
(Econase CEP, de AB-Enzymes) y una β-glucosidasa de Aspergillus niger 
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(Novozyme 188, de Novozymes), durante 48 h a pH 5 (tampón acetato 
sódico 50 mM), 50ºC, y 180 rpm, utilizando pasta a una consistencia del 
5% (Ibarra et al., 2004). Estas ligninas residuales contenían proteína 
contaminante de la hidrólisis enzimática, y se purificaron utilizando una 
proteasa alcalina de Bacillus licheniformes (Subtilisine tipo VIII, 
proporcionada por Sigma) en el primer paso de purificación, y una 
extracción con solventes utilizando dimetilacetamida (DMAC) y NaOH 
para la purificación posterior. 
Los espectros FTIR se obtuvieron con un espectrofotómetro Bruker IF-
28 utilizando 1 mg de lignina en 300 mg de KBr. Se acumularon un total de 
50 interferogramas, y el espectro se corrigió mediante la sustracción de la 
línea base entre los valles 1850 y 900 cm-1. 
 
 
3. RESULTADOS 
 
3.1 Comparación de las tres lacasas fúngicas 
 
La estabilidad a la temperatura y al pH, y la temperatura y pH óptimos de 
la lacasa de P. cinnabarinus se compararon con las de dos lacasas fúngicas 
comerciales de T. villosa y M. thermophila. Las lacasas de P. cinnabarinus 
y de T. villosa fueron altamente estables en un rango amplio de pH de 4 a 9 
(Fig. 1A y B). Por el contrario, la lacasa de M. thermophila fue inestable a 
pH por debajo de 6 (Fig. 1C) pero muy estable a pH alcalino, sin que 
variase su actividad tras 24 h a pH 10 (comparada con el 40% y el 20% de 
la actividad inicial de las otras dos lacasas). Las tres lacasas se inactivaron 
completamente tras 24 h a pH 2, y sólo la lacasa de P. cinnabarinus fue 
100% estable a pH 3 durante 24 h. 
Por otro lado, las lacasas de P. cinnabarinus y M. thermophila mostraron 
una estabilidad térmica más alta que la lacasa de T. villosa. Una actividad 
completa o casi completa se observó tras 1 h a 60ºC para las dos primeras 
lacasas (Fig. 1D y F), mientras que la actividad de la lacasa de T. villosa 
comenzó a disminuir significativamente a 50ºC (sólo un 30% de actividad 
tras 8 h) (Fig. 1E). Esta lacasa se inactivó completamente tras 1 h a 70ºC, 
mientras que las lacasas de M. thermophila y P. cinnabarinus mostraron, 
respectivamente, un 50% y un 20% de la actividad inicial. La desactivación 
térmica de las tres lacasas siguió un modelo de descenso exponencial como 
una función del tiempo. Las constantes de desactivación (kd) para cada 
temperatura, obtenidas de las pendientes del ajuste lineal de las curvas, 
fueron notablemente más altas en el caso de la lacasa de T. villosa para 
temperaturas por encima de 50ºC. Se calculó la vida media de cada enzima 
(t1/2), que corresponde al período  de tiempo necesario para que la actividad 
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Fig. 1. Comparación de la estabilidad al pH (izda) y estabilidad a la temperatura 
(dcha) de las lacasas de P. cinnabarnus (A y D), T. villosa (B y E) y M. 
thermophila (C y F). La estabilidad al pH se estimó a 24ºC en tampón citrato-
fosfato-borato 100 mM  (pH 2-10) tras 0 (■), 8 (●) y 24 h (▲) de incubación. 
La termoestabilidad se calculó tras incubación de las lacasas en tampón citrato-
fosfato-borato 100 mM (a pH 4 para las lacasas de P. cinnabarnus y T. villosa, y 
pH 7 para la lacasa de M. thermophila) a diferentes temperaturas (30-80ºC), 
durante 1 (♦), 2 (●), 4 (▲), 8 (◊) y 24 h (○).
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residual de la enzima disminuya a un 50% del valor inicial a una 
determinada temperatura y se utilizaron representaciones de Arrhenius para 
comparar el efecto de la temperatura sobre la t1/2 (Fig. 2), permitiendo el 
cálculo de las correspondientes energías de desactivación (Ed). Las Ed de 
las tres lacasas se muestran en la Tabla 1 junto con sus respectivas T50, 
temperatura necesaria para desactivar a la enzima un 50% (en 1 h). Los 
valores de Ed y T50 fueron más altos para la lacasa de M. thermophila > P. 
cinnabarinus > T. villosa, mostrando el orden de sus estabilidades térmicas. 
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Fig. 2. Representaciones de Arrhenius mostrando las rectas de 
regresión entre los tiempos de desactivación del 50% (t1/2) de las 
lacasas de M. thermophila (▲) P. cinnabarinus (■) y T. villosa (●) 
y los inversos de la temperatura (1/T). tres lacasas mostraron su actividad óptima en el rango de pH 3-4,5 
3A), aunque la lacasa de M. thermophila se diferenció de las otras dos 
 capacidad para trabajar a pH 6,5-8. Las actividades de las lacasas de 
ermophila y P. cinnabarinus se incrementaron con la temperatura en 
go de 40-90ºC, pero este no fue el caso con la lacasa de T. villosa 
3B). 
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Tabla 1. Energías de desactivación (Ed) y temperaturas necesarias para la 
desactivación del 50% (T50) de las lacasas de M. thermophila, P. 
cinnabarinus y T. villosa. 
 
Lacasas Ed (kJ mol-1) T50 (1h) (ºC) 
M. thermophila 123 70 
P. cinnabarinus 118 66 
T. villosa 106 61 
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Fig. 3. pH óptimo (A) y temperatura óptima (B) de las 
lacasas de P. cinnabarinus (■), T. villosa (●) y M. 
thermophila (▲). La actividad lacasa en función del pH 
se normalizó con respecto al pH óptimo y el incremento 
de la actividad lacasa, en función de la temperatura, se 
refirió a la actividad medida a 30ºC. 
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La comparación de la oxidación de HBT por las tres lacasas mostró que 
las lacasas de P. cinnabarinus y T. villosa oxidaban eficientemente el HBT 
mientras que la lacasa de M. thermophila, no. Las dos primeras mostraron 
rangos de oxidación de HBT similares, ligeramente más alto para la lacasa 
de P. cinnabarinus. Cuando se utilizó la misma concentración molar de 
HBT que se emplea en los ensayos de blanqueo (3,3 mM), la actividad de 
las lacasas de P. cinnabarinus y T. villosa disminuyó a valores alrededor 
del 16-18% de las actividades obtenidas utilizando HBT 100 mM (una 
concentración cercana a las condiciones saturantes). Las actividades con 
3,3 mM se mantuvieron constantes durante las primeras 3 h de reacción. 
Por el contrario, no se pudo observar la oxidación de HBT por la lacasa de 
M. thermophila a lo largo de un período de 6 h. Es posible concluir que la 
lacasa de P. cinnabarinus exhibió mejores propiedades que las dos lacasas 
comerciales para el blanqueo enzimático de la pasta, y por lo tanto, se 
seleccionó para el blanqueo TCF de pasta kraft de eucalipto en presencia de 
HBT. 
La oxidación de HBT por la lacasa de P. cinnabarinus es notablemente 
más baja que la oxidación de ABTS y requiere concentraciones de sustrato 
significativamente más altas para saturar la enzima, de acuerdo a las 
respectivas Km, en el rango mM para el HBT y µM para el ABTS (Li et al., 
1999). Por esta razón, la presencia de HBT no debería interferir en la 
medida de la actividad lacasa utilizando ABTS como sustrato (ver apartado 
3.2). 
 
3.2 Inactivación de la lacasa 
 
La inactivación de la enzima por las especies oxidadas de algunos 
mediadores es un inconveniente general de los sistema lacasa-mediador. 
Antes de iniciar los experimentos de blanqueo con la pasta de eucalipto, se 
analizó la evolución de la actividad de la lacasa de P. cinnabarinus durante 
12 h en presencia o ausencia de HBT. Un 50% de actividad residual de la 
lacasa permaneció tras 12 h de incubación a 50ºC, en ausencia de HBT. Sin 
embargo, en presencia de HBT 3,33 mM (concentración molar utilizada en 
los tratamientos de las pastas), la lacasa se inactivó fuertemente, y sólo se 
recuperó un 9% de actividad tras 12 h de incubación (Fig. 4A). La 
inactivación más importante de la lacasa por el HBT (más de un 50%) se 
produjo durante la primeras 4 h. Para determinar el alcance de la 
inactivación de la enzima durante el tratamiento de la pasta, la actividad 
residual se midió en presencia de HBT 1,5% (p/p) (equivalente a 3,3 mM) 
y pasta kraft (Fig. 4B). En presencia de pasta, la inactivación de la lacasa 
por HBT fue aproximadamente un 20% menor que la obtenida en ausencia 
de pasta. 
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Fig. 4. Evolución de la actividad de la lacasa de P. 
cinnabarinus en ausencia (■) o presencia (●) de HBT 
durante 12 h (A) y efecto de la adición de pasta kraft 
sobre la inactivación de la lacasa por HBT a lo largo 
de 4 h (B). Se indica la actividad residual después de 
4 h de incubación de la lacasa sola (■), lacasa con 
HBT (●), lacasa en presencia de pasta kraft cruda de 
eucalipto (□) y lacasa con HBT en presencia de pasta 
kraft cruda de eucalipto (○). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.3 Efecto del tratamiento enzimático 
 
La capacidad del sistema lacasa-HBT para deslignificar y blanquear pasta 
kraft de eucalipto se determinó tratando pasta cruda con lacasa de P. 
cinnabarinus en presencia de HBT. El tratamiento con lacasa (12 h) se 
ensayó con dos concentraciones diferentes de HBT (1,5% y 3% p/p) 
seguido de una extracción alcalina. El índice kappa (una estimación del 
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contenido en lignina de la pasta), blancura y viscosidad (una estimación de 
la integridad de la celulosa en la pasta) de las pastas resultantes se muestran 
en la Tabla 2. El tratamiento enzimático produjo un descenso de 4 puntos 
en el índice kappa y un incremento en la blancura de 6% ISO (con respecto 
a la pasta control sin enzima).  
Un tratamiento con peróxido de hidrógeno tras el tratamiento enzimático 
amplió la blancura de la pasta, obteniéndose un incremento de la blancura 
de un 16% ISO (mientras que se mantuvo el descenso en 4 puntos del 
índice kappa). La viscosidad final fue 120 puntos más baja que en la pasta 
control. Sin embargo, el descenso de la viscosidad fue menor que el 
obtenido tras la extracción alcalina de la pasta tratada con lacasa. No se 
encontraron mejoras en las propiedades de la pasta cuando la concentración 
del HBT se incrementó al 3% (p/p). Por lo tanto, en los tratamientos 
posteriores se utilizó 1,5% (p/p) de HBT. Finalmente, se observó que la 
actividad lacasa disminuía durante el tratamiento de la pasta, siendo un 
44% de la actividad inicial tras 4 h de tratamiento y un 19% tras 12 h.   
 
 
Tabla 2. Propiedades de la pasta cruda de eucalipto después del tratamiento 
con lacasa-HBT (utilizando dos concentraciones diferentes de mediador) 
seguido de extracción alcalina o tratamiento con peróxido de hidrógeno. 
 
 Tras extracción alcalina Tras tratamiento con H2O2
 Blancura 
(% ISO) 
Índice 
kappa 
Viscosidad 
(mL/g) 
Blancura
(% ISO) 
Índice 
kapppa 
Viscosidad 
(mL/g) 
Pasta cruda 38,6 ±0,1 14,4±0,1 1227±1,0 54,5±0,2 11,5±0,1 1056±11,0 
Pasta control* 45,4±0,0 13,1±0,0 1249±0,0 57,6±0,0 11,1±0,0 1051±0,0 
Lacasa + 
1,5 % HBT 51,4±0,0 8,9±0,0 1021±6,0 73,6±0,4 7±0,2 932±23,0 
Lacasa + 
3 % HBT 46,7±0,8 9,6±0,4 1056±4,0 70,2±1,1 7,1±0,4 941±11,0 
*Pasta control: Pasta tratada bajo las mismas condiciones  del tratamiento enzimático (1,5% 
HBT, pH 4, 50ºC, y 12 h), pero en ausencia de lacasa. 
 
 
3.4 Optimización de las condiciones de tratamiento de la pasta 
 
El tratamiento con lacasa-mediador se combinó con tratamientos 
adicionales de oxígeno, quelante y peróxido para mejorar las propiedades 
finales de las pastas de eucalipto. Primero el sistema lacasa-HBT se aplicó 
a una pasta deslignificada con oxígeno seguido de los tratamientos de 
quelante (para eliminar metales que destruyen el H2O2) y peróxido. La 
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blancura, el índice kappa y la viscosidad de la pasta tras el tratamiento 
enzimático y tras el blanqueo completo se muestran en la Tabla 3. La 
blancura y el índice kappa de la pasta final fueron mucho mejores que los 
obtenidos en los blanqueos previos donde sólo se aplicaron tratamientos 
con lacasa-mediador y peróxido (Tabla 2), pero la deslignificación 
producida por el tratamiento fue más baja al aplicarlo a la pasta 
deslignificada con oxígeno. En el mismo sentido, la perdida de viscosidad 
de la pasta (descenso de 60 puntos) fue más baja cuando se trató pasta 
deslignificada con oxígeno que cuando se empleó pasta cruda (referidas 
ambas a los controles sin enzima). Por otro lado, la actividad residual de la 
lacasa fue más baja que en el tratamiento de pasta cruda (35% de la 
actividad inicial tras 4 h, y 12% tras 12 h). 
 
 
Tabla 3. Efecto del tratamiento lacasa-HBT sobre la pasta de eucalipto 
deslignificada con oxígeno, y efecto de los posteriores tratamientos con 
quelante y peróxido de hidrógeno. 
 
 Tras tratamiento enzimático Tras quelante y H2O2
 Blancura 
(% ISO) 
Índice 
kappa 
Viscosidad
 (mL/g) 
Blancura
(% ISO) 
Índice 
kappa 
Viscosidad  
(mL/g) 
Pasta O-O 61,0±0,0 9,7±0,0 963±0,0 85,8±0,0 6,3±0,0 771±0,0 
Pasta control* 63,2±0,0 8,5±0,0 963±0,0 86,5±0,9 6,2±0,0 649±28,0 
Lacasa-HBT 67,0±0,0 7,0±0,0 886±0,0 90,1±0,4 5,0±0,1 589±13,0 
* Pasta control: Pasta tratada bajo las mismas condiciones del tratamiento enzimático (1,5% 
HBT, pH 4, 50ºC, y 12 h), pero en ausencia de enzima. 
 
 
     Con el fin de determinar el mejor punto para incorporar el tratamiento 
enzimático en una secuencia industrial de blanqueo TCF (consistente en 
etapas de oxígeno, quelato y peróxido), se compararon los efectos del 
tratamiento con lacasa-HBT antes o después del paso de deslignificación 
con oxígeno. La comparación de las pastas finales mostró un descenso 
similar de la viscosidad y un índice kappa análogo en ambos casos, pero se 
obtuvo una mayor blancura cuando el tratamiento enzimático se aplicó tras 
la etapa de doble de oxígeno (Tabla 4). 
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Tabla 4. Propiedades finales de la pasta cuando se aplica el tratamiento con 
lacasa-HBT antes o después de la deslignificación con oxígeno, seguido (en 
ambos casos) por un tratamiento quelante y con peróxido de hidrógeno.  
 
 Blancura (% ISO) Índice kappa Viscosidad (mL/g) 
*Control-oxígeno 85,1 6,4 914 
Lacasa-oxígeno 87,5 5,3 866 
Oxígeno-control* 85,1 5,8 728 
Oxígeno-lacasa 90,3 5 682 
*Control: Pasta tratada bajo las mismas condiciones del tratamiento enzimático (1,5% 
HBT, pH 4, 8 h, y 50ºC), pero en ausencia de enzima. 
 
 
El incremento de temperatura y la reducción del tiempo de tratamiento 
son importantes para incorporar el tratamiento enzimático a los procesos 
industriales de blanqueo donde los tiempos de reacción son cortos y las 
temperaturas altas. Por ello, el tratamiento lacasa-HBT se ensayó en 
tiempos cortos (de 1 a 8 h) empleando dos temperaturas diferentes (50 y 
65ºC) y se analizó la evolución de la blancura y el índice kappa de la pasta 
final. La Fig. 5 muestra las propiedades de la pasta final tras diferentes 
tiempos de tratamiento lacasa-mediador (de pasta deslignificada con 
oxígeno) seguidos de un blanqueo con peróxido. Las mejoras más 
significativas de las propiedades de la pasta por el sistema lacasa-HBT se 
produjeron durante las dos primeras horas de tratamiento, y no se 
observaron diferencias significativas en las propiedades de la pasta final 
cuando el tratamiento enzimático se llevó a cabo a 65ºC en vez de 50ºC.  
La selectividad del tratamiento lacasa-HBT se calculó en base a la 
preservación de la viscosidad durante los procesos de deslignificación 
(descenso del índice kappa) y blanqueo (incremento de blancura), respecto 
a la pasta inicial. La selectividad referida al descenso de kappa (SlcK) o 
incremento de blancura (SlcB), fue más alta cuando el sistema lacasa-HBT 
se aplicó sobre pasta cruda (Fig. 6). Además, el sistema lacasa-HBT fue, en 
general, más selectivo durante períodos cortos de tratamiento (primeras 2 
h). 
 
3.5 Lignina en pastas blanqueadas 
 
La presencia de ácidos hexenurónicos en las pastas interfiere en la 
estimación del contenido en lignina, incrementando los valores del índice 
kappa aparente (Ka). El contenido de ácidos hexenurónicos durante una 
secuencia de blanqueo estándar disminuyó más lentamente que el 
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contenido de lignina (estimado por Kr). De esta forma, la contribución de 
los ácidos hexenurónicos al valor del índice kappa se incrementó de la 
pasta cruda (24%) a la pasta blanqueada TCF (49%), especialmente cuando 
se incluyó un tratamiento enzimático selectivo para la lignina (54%).  
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Fig. 5. Optimización de la secuencia O-O-L-Q-PoP: 
Evolución de la blancura (% ISO) a 50ºC (■) o 65ºC 
(●) e índice kappa a 50ºC (□) o 65ºC (○) durante 8 h 
de tratamiento, utilizando pasta kraft de eucalipto 
deslignificada con oxígeno en presencia de la lacasa 
de P. cinnabarinus (20 U/g) y 1,5% de HBT. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las ligninas residuales de las pastas tratadas con lacasa-HBT se aislaron 
y analizaron por espectroscopía FTIR. El espectro FTIR de la pasta kraft de 
eucalipto mostró un patrón típico de lignina, con la banda aromática 
alrededor de 1600 cm-1 y el triplete característico entre 1420-1515 cm-1 
(Vázquez et al., 1997), y presentó una mayor intensidad de las señales 
asignadas a unidades de lignina de tipo siringilo (S) (banda a 1331 cm-1) 
que a unidades de tipo guayacilo (G) (pequeña banda a 1266 cm-1) 
(Bechtold et al., 1993). Se observó una fuerte modificación de la lignina 
tras el tratamiento con lacasa-mediador, comparada con el correspondiente 
control (pasta deslignificada con oxígeno tratada bajo las mismas 
condiciones sin enzima) (Fig. 7). Estas modificaciones incluyen un 
importante incremento en la banda a 1660 cm-1, correspondiente a grupos 
carbonilos conjugados con el anillo aromático. También se observó un 
descenso de la relación S/G por el incremento de la banda a 1266 cm-1 
(unidades G) y un ligero descenso de las bandas a 1331 cm-1 (unidades S), 
junto con cambios en otras bandas. 
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Fig. 6. Índices de selectividad estimados como descenso del 
índice kappa (SlcK, en barras blancas) o incremento de blancura 
(SlcB, en barras negras) con respecto a la preservación de la 
viscosidad durante el tratamiento con lacasa-HBT (1-8 h) de 
pasta cruda (A) o pasta deslignificada con oxígeno (B), seguida 
en ambos casos por tratamientos de quelante y peróxido. 
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Fig. 7. Modificación de la lignina residual en pastas kraft de 
eucalipto por el tratamiento lacasa-HBT. Se muestra la región de 
2000-600 cm-1 de los espectros FTIR de las ligninas residuales de 
pasta deslignificada con oxígeno después de ser sometida a 
tratamiento con lacasa-mediador (en negro) y su correspondiente 
control (en gris). 
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4. DISCUSIÓN 
 
Las tres lacasas bajo estudio mostraron una actividad óptima en el rango 
ácido de pH de acuerdo con lo descrito para otras lacasas fúngicas (Bollag 
y Leonowicz, 1984). Sin embargo, la capacidad de la lacasa de M. 
thermophila para trabajar también a pH alcalino, junto con su estabilidad 
térmica son propiedades excelentes para su aplicación en el blanqueo 
industrial de  pasta. No obstante, su actividad extremadamente baja sobre 
HBT acorde con su bajo potencial redox (0,45V) (Xu et al., 2000) limita la 
posibilidad de aplicarla utilizando este mediador. Por el contrario, la lacasa 
de P. cinnabarinus posee uno de los potenciales redox más altos (0,8 V) 
descritos para una lacasa fúngica (Li et al., 1999) permitiendo una rápida 
oxidación del HBT. Además, cuando se compararon las estabilidades a la 
temperatura de las tres lacasas, la lacasa de P. cinnabarinus mostró una 
buena termoestabilidad, con valores de T50 y Ed próximos a los de la lacasa 
altamente termoestable de M. thermophila. La lacasa de T. villosa, también 
de alto potencial redox, mostró por el contrario una baja termoestabilidad 
(y actividad a temperatura alta). Por las razones mencionadas, la lacasa de 
P. cinnabarinus podría ser una enzima de elección para aplicaciones 
industriales biotecnológicas como el blanqueo TCF de pasta de papel. 
Los radicales del HBT inactivan a las lacasas por la oxidación de los 
aminoácidos aromáticos de la superficie proteica (Amann, 1997). En el 
presente estudio se observó que la presencia de pasta reduce la inactivación 
de la lacasa de P. cinnabarinus por HBT, debido a que la pasta actúa como 
un sustrato reductor para los radicales nitroxilo (Li et al., 1999). Este efecto 
protector de la pasta se pudo apreciar a pesar del descenso de la actividad 
inicial de la enzima alrededor de un 10-15% en presencia de la pasta, 
probablemente debido a la adsorción de la enzima a la superficie de la 
pasta. Es más, en presencia de pasta cruda la lacasa se inactivó en menor 
grado que en presencia de pasta deslignificada con oxígeno, probablemente 
debido a que el mayor contenido en lignina  contribuiría a un consumo más 
rápido de los radicales libres de HBT generados por la enzima (Sigoillot et 
al., 2005) produciéndose también mayores niveles de deslignificación 
(Bourbonnais et al., 1997). De esta forma, el sistema lacasa-HBT produjo 
un mayor nivel de deslignificación cuando se aplicó sobre pasta cruda 
(32%) que cuando se aplicó sobre pasta deslignificada con doble oxígeno 
(18%) (valores referidos a sus correspondientes controles sin enzima). El 
descenso del contenido en lignina (índice kappa de 15,8 a 9,7) ocurrido 
durante el tratamiento con oxígeno, limita la degradación durante el 
siguiente tratamiento con lacasa. Además, los valores de la Tabla 2 
incluían una extracción alcalina de la pasta tras el tratamiento lacasa-HBT, 
eliminándose los productos de degradación de lignina que pudieran 
interferir en la medida del índice kappa. 
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Por otro lado, al aplicar una etapa de peróxido de hidrógeno tras el 
tratamiento enzimático aumentó significativamente la blancura de la pasta 
y bajó el índice kappa final. Sin embargo, los valores obtenidos debían ser 
mejorados considerablemente para una aplicación industrial, en 
contraposición a los resultados obtenidos con fibras no madereras en los 
que tratamientos consecutivos de lacasa-HBT y peróxido alcalino fueron 
suficientes para obtener unas excelentes propiedades finales de la pasta 
(Camarero et al., 2004). La combinación del sistema lacasa-HBT con 
tratamientos con oxígeno, quelante y peróxido, en una secuencia de 
blanqueo industrial TCF O-O-L-Q-PoP dio las mejores propiedades de la 
pasta final. Sin embargo, la selectividad de todo el proceso fue más elevada 
cuando el tratamiento enzimático se aplicó antes del doble oxígeno. Por 
tanto, el sistema lacasa-HBT es más selectivo deslignificando pasta que el 
oxígeno a temperaturas altas y, además, esta selectividad es mantenida a lo 
largo de todo el proceso de blanqueo. Sin embargo, la blancura final más 
alta obtenida en la secuencia O-O-L-Q-PoP, demuestra que el tratamiento 
lacasa-HBT facilita particularmente el posterior blanqueo con peróxido de 
hidrógeno (Camarero et al., 2002). Valores similares de blancura e índice 
kappa habían sido descritos durante el blanqueo TCF de pastas kraft de 
eucalipto aunque se necesitaron dos etapas consecutivas con lacasa 
(L(EO)LQPO) y la perdida de viscosidad fue notablemente más alta 
(Nelson et al., 1998). 
Una etapa lacasa-mediador corta y a temperatura alta debería ser 
beneficiosa para su implementación industrial porque: 1) disminuye el 
volumen del reactor requerido para un tratamiento más largo; y 2) reduce la 
necesidad de disminuir la temperatura de la pasta para llevar a cabo el 
tratamiento lacasa-mediador entre dos etapas a temperaturas altas (e.g. 
etapas de oxígeno y quelato). En los estudios de blanqueo presentados aquí 
se demostró que el tratamiento lacasa-mediador podría realizarse con la 
misma eficiencia a tiempos cortos (dos horas) y temperaturas altas (65ºC). 
Además, el sistema lacasa-HBT parece ser más selectivo para  blanquear y 
deslignificar pasta de eucalipto durante las dos primeras horas. 
El índice kappa de las pastas químicas es utilizado normalmente para 
mostrar el alcance de la deslignificación en los procesos de pasteado y 
blanqueo. Sin embargo, el índice kappa medido por métodos estándares 
(ISO) no sólo refleja el contenido en lignina sino también las estructuras de 
carbohidratos sensibles a la oxidación por permanganato, principalmente 
residuos de ácidos hexenurónicos (Li y Gellerstedt, 1997). Estos ácidos 
hexenurónicos, derivados de residuos del ácido 4-O-metilglucurónico que 
forman parte del xilano, son producidos en cantidades notables durante la 
cocción kraft (Buchert et al., 1995) e incrementan el índice kappa de estas 
pastas. Por lo tanto, el índice kappa recalculado (kr) sustrayendo la 
contribución de los ácidos hexenurónicos refleja de forma más real el 
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contenido de lignina de las pastas. En el presente estudio se pudo observar 
una contribución de los ácidos hexenurónicos al valor del índice kappa 
entre un 24 a un 54%. El porcentaje se incrementó con el descenso del 
contenido en lignina, teniendo una mayor contribución relativa en las 
pastas blanqueadas, de acuerdo con estudios relacionados (Nelson et al., 
1998). Consecuentemente, el grado de deslignificación real producido tras 
las etapas lacasa-HBT y peróxido debería ser significativamente más alto 
que el estimado por el índice kappa aparente (Ka), ya que alrededor de un 
50% del valor del índice kappa no es debido a la lignina. De hecho la 
deslignificación final de la pasta tras las sucesivas etapas con oxígeno, 
lacasa-mediador, quelato y peróxido fue de un 68% cuando se estimó a 
partir del índice kappa total, pero se incrementó a un 81% cuando se estimó 
por el índice kappa real (kr) (ambos referidos a pasta cruda inicial). Las 
pastas con un alto contenido en ácidos hexenurónicos son más difíciles de 
blanquear con reactivos químicos (Bourbonnais et al., 2004) y parecen 
exhibir también una mayor tendencia a la reversión de blancura (Buchert et 
al., 1997; Wennerström, 2005). 
El estudio de la modificación química de la lignina por el tratamiento 
lacasa-HBT requiere el aislamiento apropiado de la lignina residual de las 
pastas tratadas (Ibarra et al., 2004). En el espectro FTIR de la lignina de la 
pasta control se observó una mayor intensidad de las señales de las 
unidades S frente a las unidades G, lo que está en concordancia con la 
mayor abundancia de las unidades S con respecto a las unidades G en el 
eucalipto (del Río et al., 2001; Evtuguin et al., 2001; Ibarra et al., 2005). El 
descenso de la relación S/G en la lignina aislada de la pasta tratada reveló 
una mayor facilidad de degradación de las unidades S, menos condensadas 
que las unidades G, por el tratamiento lacasa-mediador. Además, el notable 
incremento de la banda alrededor de 1660 cm-1 se debe probablemente a la 
formación de grupos carbonilos conjugados (o quinonas) por la oxidación 
de las cadenas laterales de la lignina durante el tratamiento enzimático de la 
pasta. En este sentido, se ha descrito la degradación oxidativa de las 
cadenas laterales durante la biodegradación de la lignina (Camarero et al., 
1997). También se ha descrito la formación de quinonas durante la reacción 
de lacasa-HBT con compuestos modelo de lignina (Crestini et al., 2001) y 
el incremento de las señales FTIR correspondientes a grupos carbonilo en 
ligninas aisladas de pastas tratadas con lacasa-HBT (Poppius-Levlin et al., 
1999).  
A la luz de los resultados presentados aquí, y con objeto de proseguir 
hacia la aplicación industrial del sistema lacasa-mediador para el blanqueo 
de pasta kraft de eucalipto, actualmente se están investigando tratamientos 
cortos con lacasa-HBT, en reactor y bajo condiciones industriales, así como 
la optimización de una secuencia de blanqueo TCF con la enzima 
integrada. La evaluación de las propiedades de la pasta y el papel y un 
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estudio de las modificaciones de la lignina producidas a lo largo del 
proceso de blanqueo son necesarios para profundizar en el entendimiento 
del efecto del tratamiento enzimático una vez integrado en una secuencia 
de blanqueo industrial de tipo TCF. 
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Tratamiento lacasa-mediador integrado en una secuencia de tipo 
industrial para el blanqueo libre de cloro de pasta kraft de 
eucalipto1
 
 
 
 
 
 
Resumen. Para mejorar el blanqueo TCF (totally chlorine free) de pastas 
kraft de Eucalyptus globulus se investigó la deslignificación enzimática 
utilizando la lacasa termoestable y de alto potencial redox del hongo 
Pycnoporus cinnabarinus y un mediador químico (1-hidroxibenzotriazol). 
Utilizando reactores presurizados de laboratorio se estudiaron diferentes 
puntos de incorporación del tratamiento enzimático en una secuencia de 
blanqueo de tipo industrial (consistente en etapas de doble oxígeno, quelato 
y peróxido). Las mejores propiedades finales de la pasta se obtuvieron 
utilizando una secuencia O-O-L-Q-PoP, en la que se incorporó una etapa 
lacasa-mediador (L) entre el doble oxígeno y el quelato. Los peores 
resultados cuando los tratamientos enzimático y quelante se combinaron en 
una única etapa parecen relacionarse con una inhibición parcial de la 
actividad lacasa-mediador por el quelante. La nueva secuencia TCF con la 
etapa lacasa incluida permitió mejorar la deslignificación de la pasta de 
eucalipto hasta unos valores de kappa alrededor de 5 (con una contribución 
de los ácidos hexenurónicos superior al 50%) comparado con un kappa de 
7 utilizando sólo reactivos químicos TCF. De forma similar, la blancura 
final obtenida (por encima del 91% ISO) fue 3-4 puntos más alta que la 
obtenida en las secuencias químicas. Aún han de ser resueltas una serie de 
cuestiones técnicas y económicas, pero los resultados obtenidos muestran 
la viabilidad de integrar un tratamiento lacasa-mediador en una secuencia 
TCF para el blanqueo de pasta kraft de eucalipto. 
                                                
1Ibarra, D., Camarero, S., Romero, J., Martínez, M.J., y Martínez, A.T. (2006). 
Integrating laccase-mediator treatment into an industrial-type sequence for totally 
chlorine-free bleaching of eucalypt kraft pulp. En impresión en J. Chem. Technol 
Biotechnol. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
La eliminación de la lignina de la madera es el primer paso en la 
fabricación de pastas químicas, siendo el pasteado alcalino kraft el proceso 
más generalizado (Fengel y Wegener, 1984; Sjöström, 1993). Aunque la 
mayor parte de la lignina es eliminada durante la cocción, permanece en la 
pasta algo de lignina residual que debe ser eliminada en las reacciones 
oxidativas de blanqueo. Históricamente, el blanqueo de la pasta ha sido 
llevado a cabo utilizando reactivos clorados (Cl2, ClO2, y NaOCl), pero hoy 
en día, el peróxido, oxígeno, ozono, y enzimas que degradan la 
lignocelulosa constituyen alternativas respetuosas con el medio ambiente 
para desarrollar secuencias totalmente libres de cloro (TCF) (Nelson, 1998; 
Bajpai, 2004).  
El uso de lacasas fúngicas en presencia de mediadores redox, el llamado 
sistema lacasa-mediador descrito hace 15 años (Bourbonnais y Paice, 
1990), ofrece la posibilidad de blanquear diferentes tipos de pastas en 
secuencias TCF debido a su habilidad para degradar lignina (Paice et al., 
1995; Call y Mücke, 1997), comparado con las xilanasas ya 
comercializadas que sólo eliminan lignina de una forma indirecta 
(Kantelinen et al., 1993). Una reciente comparación de diferentes enzimas 
salvajes y recombinantes han mostrado que el sistema lacasa-mediador 
tiene el mayor potencial para deslignificar pastas de papel (Sigoillot et al., 
2005). Desde su descripción, los sistemas lacasa-mediador han sido 
incluidos en una variedad de patentes (Call, 1994; Schneider y Pedersen, 
1995; Bourbonnais et al., 1999; Camarero et al., 2002), e investigados para 
la deslignificación y el blanqueo de diferentes pastas de papel (Monteiro y 
de Carvalho, 1998; Bourbonnais y Paice, 1996; Nelson et al., 1998; Sealey 
et al., 1999; Poppius-Levlin et al., 1999; Balakskin et al., 2000; Kandioller 
y Christov, 2001; Herpoël et al., 2002; García et al., 2003; Camarero et al., 
2004). 
El cloro ha sido eliminado del blanqueo industrial de la mayor parte de 
los tipos de pasta por los efectos negativos en el medioambiente debido a la 
liberación de compuestos clorados (McKague et al., 1989). El blanqueo 
moderno de las pastas de eucalipto incluye el uso de dióxido de cloro en 
secuencias libres de cloro elemental (ECF) y de reactivos totalmente libres 
de cloro en secuencias TCF. Sin embargo, muchos de los reactivos 
químicos TCF, como el peróxido de hidrógeno y el oxígeno, son menos 
eficientes que los reactivos clorados para obtener grados de blancura altos y 
estables. Esto es debido a su menor poder deslignificante, lo cual no sólo se 
traduce en grados de blancura más bajos sino también en una mayor 
reversión del color de las pastas blanqueadas, debido a su mayor contenido 
en lignina residual.  
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Ya que las lacasas son oxidadas por oxígeno molecular, el cual actúa 
como aceptor final de electrones (Thurston, 1994; Mayer y Staples, 2002), 
el blanqueo basado en lacasas puede ser considerado como una etapa de 
deslignificación con oxígeno catalizada enzimáticamente. Sin embargo, el 
alto potencial redox de las especies activas de cobre en el centro catalítico 
de la enzima produce una fuerte deslignificación de la pasta, la cual es 
mediada por los radicales estables formados durante la oxidación 
enzimática de mediadores químicos apropiados (Bourbonnais et al., 1998; 
Barreca et al., 2004). 
Una vez demostrado el potencial de los sistemas lacasa-mediador para la 
deslignificación y blanqueo de pastas de papel, un aspecto crucial para su 
implementación industrial es optimizar la integración de los sistemas de 
deslignificación enzimática en las secuencias ECF y TCF. El objetivo es 
explotar la sinergia entre los reactivos químicos y enzimáticos, y definir 
una secuencia óptima desde el punto de vista de la calidad del producto. 
Hay que considerar también los aspectos económicos y medioambientales 
para establecer la viabilidad de los nuevos procesos de blanqueo. 
En el presente estudio, se investiga el efecto de incluir un tratamiento 
lacasa-mediador en diferentes puntos de una secuencia de tipo industrial 
para el blanqueo TCF de pasta de eucalipto empleando reactores 
presurizados. De esta forma se llegó a definir una nueva secuencia que 
contiene una etapa enzimática con la que se obtienen valores de blancura e 
índice kappa de la pasta que no pudieron ser obtenidos utilizando sólo 
reactivos químicos de blanqueo. 
 
 
2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1 Muestras de pasta y enzima 
 
La pasta kraft cruda (no blanqueada) de eucalipto (Eucalyptus globulus), 
que presentaba un índice kappa de 14,2, una blancura de 41,2% ISO y una 
viscosidad de 1188 mL/g, se obtuvo de la fábrica de ENCE en Pontevedra 
(España). La lacasa utilizada en el blanqueo TCF fue proporcionada por 
Beldem (Bélgica). Se obtuvo en fermentadores de 1 m3 a partir de cultivos 
de una cepa hiperproductora de lacasa (ss3) del hongo Pycnoporus 
cinnabarinus proporcionada por el INRA (Marsella, Francia) (Herpoël et 
al., 2000). Una unidad de actividad se definió como la cantidad de enzima 
que transforma 1 µmol del ácido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfónico) (ABTS) por min al correspondiente radical catiónico (ε436 29300 
M-1 cm-1) en tampón acetato sódico 0,1 M (pH 5). Como mediador de la 
lacasa se utilizó el 1-hidroxibenzotriazol (HBT; Sigma-Aldrich). La 
inhibición por el ácido dietilentriaminopentaacético (DTPA; Sigma-
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Aldrich) (a concentraciones entre 75 µM y 15 mM) de la decoloración del 
Aniline Blue (Sigma-Aldrich) 25 µM por la lacasa (100 U/ml) sola o en 
presencia de HBT 0,1 mM (en tampón citrato sódico 50 mM, pH 5) se 
siguió a 592 nm durante 6 h a 24ºC.  
 
2.2 Secuencias de blanqueo de la pasta 
 
Las diferentes secuencias de blanqueo de las pastas se llevaron a cabo en 
reactores de 4-L de acero inoxidable con controles de agitación, 
temperatura y presión, utilizando 200 g de pasta de eucalipto (peso seco) al 
10% de consistencia (en todas las etapas). 
Se realizó una secuencia estándar (de tipo industrial) de blanqueo TCF 
O-O-Q-PoP que incluía: i) Doble etapa de oxígeno (O) utilizando una 
presión de O2 de 6 kg/cm2, 1,5% de NaOH y 0,5% de MgSO4 durante 60 
min a 98ºC; ii)  Etapa de quelato (Q) utilizando 0,3% de DTPA durante 60 
min a 85ºC (pH 5-6); y iii) Etapa alcalina de peróxido (PoP) utilizando 3% 
de H2O2, 2% de NaOH, 0,1% de MgSO4, y 0,5% de Na2Si2O3 durante 140 
min a 105ºC bajo 6 kg/cm2 de O2, seguido de 180 min a 98ºC sin presión de 
O2 (todos los porcentajes anteriores referidos a peso seco de pasta). Las 
muestras de pasta se lavaron exhaustivamente con agua destilada después 
de cada etapa. 
El tratamiento lacasa-mediador se ensayó en dos puntos de la secuencia 
TCF: i) Incorporando una etapa (L) con lacasa (20 U/g de pasta) y HBT 
(1,5%, referido a pasta) a pH 4, durante 120 min a 50ºC, con 1 min de 
agitación (60 rpm) cada 30 min (secuencia O-O-L-Q-PoP); y ii) 
Sustituyendo la etapa Q por una etapa en la que se combinaban los 
tratamientos con lacasa-HBT (20 U/g de enzima, y 1,5% de mediador) y 
DTPA (0,3% referido a pasta) a pH 4 durante 120 min a dos temperaturas 
diferentes (50ºC y 65ºC) con agitación como se describió anteriormente 
(secuencia O-O-L/Q-PoP). 
Se aplicó una segunda secuencia química (O-O-a-Q-PoP) que incluía una 
etapa control bajo las mismas condiciones que la etapa L, pero sin lacasa y 
mediador. Debido a sus condiciones ligeramente ácidas, esta etapa se llamó 
etapa “a”. Una tercera secuencia química incluyó quelación con DTPA sin 
lacasa (65ºC y pH 4), y se utilizó como un control para identificar el efecto 
de la etapa lacasa-mediador en la secuencia que combina los tratamientos 
enzimático y quelante. 
 
2.3 Evaluación de las pastas y propiedades papeleras 
 
La blancura, el índice kappa y la viscosidad de la pasta se evaluaron por 
métodos estándar (ISO 3688:1999, ISO 302:1981 e ISO 5351/1:198, 
respectivamente) (International Organisation for Standardization 
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Documentation and Information (ISO), 2003). Se calcularon los valores 
medios y límites de confianza del 95% (al menos de 4 réplicas). La 
reversión de la blancura se estimó tras 48 h a 80ºC bajo un 65% de 
humedad relativa (ISO 5630/3:1996). Los ácidos hexenurónicos se 
determinaron espectrofotométricamente (Vuorinen et al., 1999) y se utilizó 
un factor de 0,086 para estimar su contribución al índice kappa en las 
pastas de eucalipto. Las pastas se refinaron utilizando un molino PFI (ISO 
5264/2:2002) operando a 1400 rpm durante diferentes tiempos (0, 1000, 
2000, 3000 y 4000 revoluciones totales). El grado de refino (resistencia al 
desgote) se midió por el método Schoper-Riegler (ISO 5267/1:1999). 
Posteriormente se prepararon hojas de laboratorio con un gramaje de 65 
g/cm2, y se evaluaron diferentes propiedades mecánicas, como espesor, 
densidad aparente, índice de estallido, índice de tracción, índice de rasgado 
y resistencia al aire (índice Gurley), y propiedades ópticas, principalmente 
coeficiente de scattering y opacidad (ISO 536:1995, ISO 534:1998, ISO 
2758:2001, ISO 1924/2:1994, ISO 1974:1990, ISO 5636/5:2003, ISO 
9416:1998 y ISO 2471:1998, respectivamente) (International Organisation 
for Standardization Documentation and Information (ISO), 2003). 
 
 
3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Tras demostrar la eficiencia del blanqueo de la pasta de lino por la lacasa 
de P. cinnabarinus en presencia de HBT (García et al., 2003; Camarero et 
al., 2004), esta enzima, que combina un alto potencial redox (0,75-0,79 V) 
y estabilidad térmica, está siendo ensayada para blanquear pasta kraft de 
eucalipto (Ibarra et al., 2004). En el presente estudio se escaló el 
tratamiento enzimático de la pasta de eucalipto y se investigó el mejor 
punto para integrar dicho tratamiento en una secuencia TCF de tipo 
industrial utilizando reactores de laboratorio. 
 
3.1 Integración del tratamiento enzimático en una secuencia TCF para 
blanquear pasta de eucalipto 
 
La Fig. 1 muestra un esquema del proceso industrial de fabricación de 
pasta de papel a partir de madera de eucalipto mediante pasteado kraft y 
blanqueo TCF. Este último incluye las siguientes etapas: i) 
Deslignificación con doble oxígeno (O-O); ii) Etapa de quelato (Q) para 
eliminar los metales que destruyen el peróxido; y iii) Etapa de peróxido de 
hidrógeno alcalino (PoP) que incluye una parte bajo oxígeno presurizado y 
otra atmosférica. Las secciones de pasteado y blanqueo también incluyen 
lavados entre etapas y diferentes tanques donde la pasta es almacenada. Un 
análisis de esta secuencia reveló tres posibles puntos para incluir un 
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tratamiento lacasa-mediador: 1 y 2) Añadiendo la enzima y el mediador al 
tanque donde la pasta cruda es almacenada, o a un segundo tanque entre las 
etapas O-O y Q; y 3) Añadiendo la enzima y el mediador a una etapa de 
quelato modificada. 
Ensayos previos a pequeña escala habían mostrado que la aplicación del 
tratamiento lacasa-mediador a la pasta cruda de eucalipto seguida por las 
etapas de oxígeno y peróxido, producía una blancura más baja (87% ISO) 
que la obtenida cuando el tratamiento lacasa-mediador se aplicaba a pasta 
previamente deslignificada con oxígeno, seguido por blanqueo con 
peróxido (90% ISO) (Ibarra et al., 2004), observándose la misma tendencia 
para el descenso del índice kappa. Por lo tanto, el punto 2 en la Fig. 1 se 
consideró más adecuado que el punto 1 para la deslignificación enzimática. 
En el presente estudio escalamos el blanqueo enzimático empleando 
reactores presurizados de 4-L para las etapas enzimática y química. 
Además, investigamos la posibilidad de aplicar el tratamiento lacasa-
mediador en combinación con la etapa de quelato. La correspondiente 
secuencia, denominada O-O-L/Q-PoP, se comparó con la secuencia O-O-
L-Q-PoP, donde los tratamientos lacasa-mediador (L) y quelante se 
aplicaron como dos etapas separadas (puntos 2 y 3 de la Fig. 1).  
 
3.2 Deslignificación/blanqueo de pasta de eucalipto en una secuencia 
que contiene una etapa enzimática 
 
La Fig. 2 muestra los cambios del índice kappa (valores medios y límites 
de confianza del 95%), una estimación del contenido de lignina, en pastas 
de eucalipto a lo largo de dos secuencias que contienen una etapa 
enzimática (A y B) y dos secuencias químicas (C y D). Las dos primeras 
corresponden a las secuencias que incluyen la etapa combinada L/Q o las 
etapas L y Q sucesivas. Las dos últimas corresponden a la secuencia 
control O-O-a-Q-PoP, en la que se aplicó un tratamiento ligeramente ácido 
(etapa a) bajo las mismas condiciones que la etapa L, pero sin enzima ni 
mediador, y la secuencia estándar O-O-Q-PoP. La etapa ácida causó un 
ligero descenso del índice kappa comparado con la secuencia estándar, pero 
la diferencia no fue significativa (como muestran los valores medios y 
límites de confianza). Ya que estas secuencias (Fig. 2C y D) fueron 
equivalentes, las diferencias en B pueden ser atribuidas al efecto del 
sistema lacasa-mediador. En las secuencias químicas, se observaron 
descensos similares del índice kappa tras las etapas de doble oxígeno y 
peróxido. En las otras dos secuencias (A y B) se observó un tercer descenso 
del índice kappa tras la etapa enzimática. El descenso del kappa tras la 
etapa L/Q parecía ligeramente más alto que tras la etapa L, pero la 
diferencia no fue significativa. Al igual que se encontró en las secuencias 
químicas, la  subsiguiente etapa  Q  no  afectó  significativamente  al índice              
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Fig. 2. Comparación del índice kappa a lo largo de secuencias 
de blanqueo TCF de pasta kraft de eucalipto que integran una 
etapa enzimática (A y B) o sólo químicas (C y D). Los valores 
de kappa se estimaron tras las diferentes etapas de las dos 
secuencias que contienen la enzima (O-O-L/Q-PoP y O-O-L-
Q-PoP), comparadas con la secuencia química estándar  (O-
O-Q-PoP) y la secuencia química control (O-O-a-Q-PoP) que 
incluye una etapa sin lacasa ni mediador (etapa a) bajo las 
mismas condiciones de la etapa L. Etapas: O, oxígeno (doble); 
L, lacasa-mediador; a, control bajo condiciones ligeramente 
ácidas; Q, quelato; L/Q, quelato incluyendo lacasa-mediador; 
PoP, alcalina con peróxido incluyendo un primer paso bajo 
oxígeno. Las líneas verticales punteadas corresponden a los 
valores de kappa tras las etapas de doble oxígeno y peróxido 
en el blanqueo químico TCF. 
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kappa en B. Sin embargo, la aplicación de la etapa PoP produjo un kappa 
más bajo  en O-O-L-Q-PoP  (kappa final de 5,2±0,1)  que en O-O-L/Q-PoP 
(kappa final de 5,7±0,0). Ambos valores son más bajos que los obtenidos 
tras blanqueo químico (kappa final de 6,8±0,2). Estas diferencias son 
importantes para pastas con índice kappa bajo, especialmente cuando se 
tiene en cuenta la contribución de los ácidos hexenurónicos. 
La estimación del contenido de lignina por el método kappa en pastas 
altamente deslignificadas sufre interferencias debido a la presencia de 
ácidos hexenurónicos (Li y Gellerstedt, 1997; Vuorinen et al., 1999), 
incrementándose la cantidad de estos productos de oxidación de 
polisacáridos durante el blanqueo TCF. Otros compuestos que pueden 
interferir en la estimación del índice kappa no fueron considerados aquí. La 
contribución de los ácidos hexenurónicos al índice kappa de la pasta de 
eucalipto se estimó tras las diferentes etapas de la secuencia O-O-L-Q-PoP 
y la secuencia química control: pasta cruda (24%), pasta O-O (37%), pasta 
O-O-a (39%), pasta O-O-L (44%), pasta O-O-a-Q-PoP (49%) y pasta O-O-
L-Q-PoP (54%). Los valores del kappa y ácidos hexenurónicos finales se 
muestran en la Tabla 1. La diferencia en la contribución de los ácidos 
hexenurónicos al índice kappa tras la etapa L y su control representó el 5% 
y permaneció inalterada tras la etapa de peróxido. Hay que resaltar que la 
contribución de los ácidos hexenurónicos al final de ambas secuencias fue 
alrededor del 50%.  
La Fig. 3 muestra la blancura obtenida en las secuencias anteriores. 
Como en el caso del índice kappa, no se encontraron diferencias 
significativas entre las dos secuencias químicas (C y D), aunque la 
secuencia control incluyó una etapa adicional (etapa a). Por lo tanto, las 
diferencias de blancura con respecto a B son asignables al tratamiento 
enzimático. En todos los casos, el mayor incremento de la blancura, una 
mejora por encima de 30 puntos en B-D, corresponde a la etapa final de 
peróxido. La blancura tras la etapa combinada L/Q fue más alta que tras la 
etapa simple L, pero la diferencia se invirtió cuando se aplicó la etapa Q en 
B. La aplicación de la lacasa en la etapa de quelato (secuencia O-O-L/Q-
PoP) produjo una blancura final más baja (sólo 84,4±0,0% ISO) que la 
obtenida en las secuencias químicas de blanqueo (alrededor del 87,8% 
ISO). Por el contrario, la mejora de la blancura debido a la etapa L se 
incrementó al final de la secuencia O-O-L-Q-PoP comparada con las 
secuencias químicas (Tabla 1). De esta forma se obtuvo una blancura final 
de 91,2±0,2% ISO. La introducción de la etapa enzimática también 
disminuyó la reversión de la blancura de la pasta al final de la secuencia O-
O-L-Q-PoP comparada con la secuencia control (Tabla 1). Cierto descenso 
de la viscosidad de la pasta es inherente a la mayoría de los tratamientos 
oxidativos de deslignificación y blanqueo. El mayor descenso en la 
viscosidad de la pasta de eucalipto (alrededor de 200 mL/g) se produjo tras 
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las etapas de peróxido y doble oxígeno. Tras las etapas enzimáticas se 
encontró un descenso más moderado (alrededor de 100 mL/g). El descenso 
de viscosidad se mantuvo al final de la secuencia O-O-L/Q-PoP comparada 
con la secuencia estándar. Sin embargo, la diferencia con las secuencias 
químicas fue más baja en el caso de la secuencia O-O-L-Q-PoP (Tabla 1). 
Cualquier descenso en la viscosidad de la celulosa puede afectar 
negativamente a algunas aplicaciones de la pasta. Sin embargo, los 
descensos por el tratamiento lacasa-mediador fueron moderados, 
comparados con los causados por las etapas de oxígeno y peróxido de 
hidrógeno. Además, se ha demostrado que la alteración oxidativa de la 
celulosa por los sistemas lacasa-mediador puede ser revertida por una etapa 
reductora (Roncero et al., 2003). 
 
 
Tabla 1. Propiedades del papel y las pastas de eucalipto blanqueadas en una 
secuencia que contiene una etapa lacasa-mediador (L) comparada con una 
secuencia control que contiene una etapa ácida (a) y una secuencia estándar TCF 
(O-O-Q-PoP) (valores medios). 
 O-O-L-Q-PoP O-O-a-Q-PoP O-O-Q-PoP 
Propiedades de la pasta:    
Índice kappa 5,2 6,7 6,8 
Ácidos hexenurónicos (mEq/kg) 32,7 38,4 32,1* 
Blancura (% ISO) 91,2 87,9 87,9 
Reversión de la blancura (%) 29,2 33,6 36,0* 
Viscosidad (mL/g) 693 788 758 
Propiedades del papel:**    
Grado de refino (ºSR) 78 79 78 
Espesor (µm) 85,0 84,8 84,0 
Densidad aparente (g/cm3) 0,76 0,78 0,77 
Índice de estallido (kPa.m2/g) 6,9 6,8 7,3 
Índice de tracción (N.m/g) 92,0 92,5 98,5 
Índice de desgarro (mN.m2/g) 8,6 8,6 8,6 
Resistencia al aire (Gurley) (s) 290 490 610 
Coeficiente de scattering (m2/kg) 23,0 21,5 22,0 
Opacidad (%) 64,6 65,0 64,0 
* Pasta TCF de fábrica; ** Propiedades del papel después de un refino de 4000 revoluciones PFI
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Fig. 3. Comparación de la blancura a lo largo de  las 
secuencias de blanqueo TCF de pasta kraft de eucalipto que  
integran una etapa enzimática (A y B) o sólo químicas (C y 
D). Los valores de blancura ISO se estimaron tras las dos 
secuencias que contienen la enzima (O-O-L/Q-PoP y O-O-
L-Q-PoP) comparada con la secuencia química estándar (O-
O-Q-PoP) y la secuencia química control (O-O-a-Q-PoP) 
que incluye una etapa sin lacasa y mediador (etapa a) bajo 
las mismas condiciones de la etapa L. Etapas: O, oxígeno 
(doble); L, lacasa-mediador; a, control bajo condiciones 
ligeramente ácidas; Q, quelato; L/Q, quelato incluyendo 
lacasa-mediador; PoP, alcalina con peróxido que incluye un 
primer paso bajo oxígeno presurizado. Las líneas verticales 
punteadas corresponden a los valores de blancura tras las 
etapas de doble-oxígeno y peróxido en una secuencia 
química de blanqueo TCF. 
(% ISO) 
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3.3 Propiedades de la pasta tras blanqueo TCF con una etapa 
enzimática 
 
Además de las propiedades finales de la pasta, la Tabla 1 muestra la 
comparación de algunas propiedades de refino, físicas y ópticas de las 
pastas blanqueadas al final de la mejor secuencia con etapa enzimática (O-
O-L-Q-PoP) comparada con las dos secuencias químicas (O-O-a-Q-PoP y 
O-O-Q-PoP). Las propiedades se evaluaron tras diferentes grados de refino 
(como se muestra en la Fig. 4), pero en la Tabla 1 sólo se muestran las 
correspondientes a 4000 rev. Se observaron escasas diferencias en la 
mayoría de los parámetros determinados, como se ilustra en la Fig. 4A para 
el grado de refino. Sin embargo, se produjo un incremento significativo en 
la permeabilidad al aire de las formetas preparadas a partir de las pastas 
tratadas enzimáticamente, como se muestra en la Fig. 4B. Esta 
característica puede ser deseable para algunos tipos de papel, y también 
puede mejorar el secado en la máquina de papel. Otras propiedades 
mecánicas y ópticas se modificaron escasamente, revelando que la 
deslignificación enzimática no produjo efectos perjudiciales en las 
propiedades de la pasta de ecualipto. El pequeño descenso en los valores de 
los índices de estallido y tracción con respecto a la secuencia O-O-Q-PoP 
parece relacionarse con la introducción de una etapa adicional (ácida) más 
que la acción del sistema lacasa-mediador, ya que los valores fueron muy 
similares en las secuencias O-O-L-Q-PoP y O-O-a-Q-PoP.  
 
3.4 Comparación de las secuencias O-O-L/Q-PoP y O-O-L-Q-PoP 
 
El objetivo era identificar la mejor posición para incorporar el tratamiento 
lacasa-mediador en la secuencia estándar O-O-Q-PoP. Los resultados 
obtenidos muestran que la mejora en la deslignificación de la pasta (con 
respecto a las secuencias químicas) fue inferior cuando se combinaron los 
tratamientos lacasa y quelante (etapa L/Q) que cuando se aplicaron por 
separado en una secuencia O-O-L-Q-PoP. Esta secuencia también mejoró 
la blancura de la pasta, y produjo sólo un moderado descenso de la 
viscosidad de la celulosa. 
Los peores resultados de la secuencia O-O-L/Q-PoP no parecen deberse 
a una disminución en la eficiencia del agente quelante (DTPA) al aplicarse 
en unas condiciones de temperatura y pH más bajos (65ºC y pH 4, para 
facilitar la acción de la lacasa). Esto se confirmó al aplicar una secuencia 
O-O-Q-PoP, donde la etapa Q se aplicó bajo las mencionadas condiciones 
de pH y temperatura (datos no mostrados). También sabemos que la 
diferencia no es debida a un descenso de actividad del sistema lacasa-
mediador  a una temperatura más alta (65ºC) que la empleada en la etapa L 
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(50ºC), ya que una secuencia completa O-O-L/Q50-PoP (incluyendo una 
etapa L/Q a 50ºC) dio idénticos resultados. 
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Fig. 4. Comparación de algunas propiedades papeleras y de 
refino de pastas kraft de eucalipto tras blanqueo TCF 
químico y enzimático. El grado de refino de la pasta 
(estimado como índice de Schopper-Riegler, A), y la 
resistencia al aire de las hojas de laboratorio (estimada como 
índice Gurley, B) se representan frente a la energía de refino 
(como número total de revoluciones). Las líneas 1-3 
corresponden a las pastas blanqueadas mediante la secuencia 
enzimática O-O-L-Q-PoP, y las secuencias químicas O-O-Q-
PoP y O-O-a-Q-PoP, respectivamente. 
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Una combinación satisfactoria de los tratamientos enzimático y quelante 
se ve limitada por la inhibición parcial de la actividad del sistema lacasa-
mediador por el DTPA (Fig. 5). Utilizando Aniline Blue se mostró que 
bajas concentraciones de DTPA (por encima de 3 mM) inhiben 
parcialmente la actividad lacasa-mediador y que concentraciones más altas 
de DTPA (e.g. 15 mM) inhiben las actividades directa y mediada de la 
lacasa. Esta inhibición de la actividad lacasa-mediador también se observó 
con sustratos de potenciales redox más altos (que sólo son oxidados en 
presencia de mediadores) y fue similar con otros quelantes como el ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA) (dato no mostrado). Aunque la 
concentración de DTPA en la etapa L/Q (0,76 mM) sólo debería producir 
una inhibición parcial, ésta parece suficiente para producir peores 
resultados de deslignificación y blanqueo que las encontradas cuando se 
aplicó una etapa L en la secuencia O-O-L-Q-PoP.  
 
 
0
1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
7 0
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)
A
ct
iv
id
ad
 (%
)
1
3
4
5
2
A
ct
iv
id
ad
 (%
)
 
  
Fig. 5. Efecto de diferentes concentraciones de 
DTPA sobre la actividad del sistema lacasa-
mediador. La actividad se estimó por el ensayo de 
decoloración de un colorante (Aniline Blue). La línea 
1 muestra la decoloración por la lacasa en ausencia 
de HBT y DTPA, la línea 2 en presencia de 
mediador, y las líneas 3-5 en presencia de mediador 
y 1,5, 3,0, y 15,0 mM de DTPA, respectivamente. 
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3.5 Comentarios finales 
 
Mostramos que el sistema lacasa-mediador es un eficaz reactivo biológico 
catalizando la deslignificacón oxidativa y el blanqueo de la pasta kraft de 
eucalipto en secuencias TCF. El tratamiento enzimático puede ser escalado 
a reactores con mejores resultados que los obtenidos previamente en 
laboratorio (Ibarra et al., 2004) debido al uso de oxígeno presurizado que 
mejora la eficiencia tanto del tratamiento enzimático como del tratamiento 
con peróxido. Las mejoras del índice kappa y la blancura en la pasta de 
eucalipto fueron mejores que las descritas en muchos estudios sobre 
blanqueo enzimático de otras pastas madereras o no madereras (Monteiro y 
de Carvalho, 1998; Bourbonnais y Paice, 1996; Nelson et al., 1998; Sealey 
et al., 1999; Poppius-Levlin et al., 1999; Balakskin et al., 2000; Kandioller 
y Christov, 2001; Herpoël et al., 2002; García et al., 2003; Camarero et al., 
2004). Además, se demuestra que integrando la etapa lacasa-mediador en 
una secuencia de blanqueo TCF se mejora la deslignificación, obteniendo 
un “kappa de lignina” final (excluidos los ácidos hexenurónicos) por 
debajo de 2,5. La misma secuencia que contiene la enzima proporcionó un 
significativo incremento de la blancura final hasta valores por encima del 
91% ISO, lo que representa varios puntos por encima de la mayor blancura 
obtenida mediante blanqueo de la pasta de eucalipto utilizando sólo 
reactivos químicos TCF. 
Es necesario resolver varios aspectos antes de la aplicación en fábrica de 
una etapa enzimática para el blanqueo TCF de pastas de eucalipto (y otras). 
Uno de los aspectos a señalar es la producción a gran escala y la 
comercialización a bajo precio de lacasas adecuadas. Muy probablemente, 
la mejora de los vectores génicos y sistemas hospedadores llegará a 
resolver este problema, como en el caso de otras enzimas actualmente en 
fábrica. Un segundo aspecto a resolver es la disponibilidad de mediadores 
eficientes y económicos. A pesar de su importancia medioambiental, la 
eventual toxicidad de la mayor parte de los mediadores y sus productos de 
reacción constituye una importante cuestión que necesita todavía ser 
investigada. Una alternativa futura puede ser el uso de mediadores 
“naturales” (potencialmente baratos y seguros). En este sentido, 
compuestos fenólicos derivados de la lignina han sido recientemente 
descritos como mediadores de la lacasa con unas características similares o 
incluso mejores que los mejores mediadores sintéticos, incluyendo 
actividades más altas y requerimiento de dosis más bajas (Camarero et al., 
2005). 
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CAPÍTULO 7 
 
 
 
Modificación de la lignina durante una secuencia libre de cloro 
para el blanqueo de pasta de eucalipto con una etapa lacasa-
mediador: Estudio mediante 2D-NMR, FTIR y Py-GC/MS1
 
 
 
Resumen. Se han estudiado los cambios en la composición de la lignina en 
la pasta kraft de Eucalyptus globulus durante una secuencia de blanqueo 
consistente en etapas de oxígeno, quelato y peróxido a la que se incorporó 
una etapa intermedia lacasa-mediador. Las ligninas residuales tras las 
diferentes etapas se aislaron enzimáticamente, purificaron y analizaron por 
pirólisis-cromatografía de gases/espectrometría de masas y espectroscopía 
infrarroja y de resonancia magnética nuclear bidimensional (1H-13C) 
comparándose con la lignina extraída de madera de eucalipto molida 
(MWL) y la lignina kraft aislada de las lejías de cocción. La estructura de 
la lignina fue similar en la madera y en la pasta cruda (relación entre 
subestructuras β-O-4’, siringaresinol y fenilcumarano de 79:19:2) pero muy 
diferente de la lignina kraft (relación 11:89:0). Las mayores modificaciones 
de la lignina residual se observaron durante el blanqueo, especialmente tras 
el tratamiento lacasa-mediador. Esta lignina, básicamente constituida por 
subestructuras β-O-4’, mostró un incremento de carbonilos conjugados por 
la oxidación de las cadenas laterales y un descenso en la relación 
siringilo/guayacilo. La etapa final de peróxido eliminó la mayor parte de la 
lignina alterada. Esto se debió a las condiciones alcalinas empleadas, como 
se mostró al analizar la lignina residual tras una simple extracción alcalina 
de la pasta tratada con lacasa-mediador. Los productos resultantes de la 
previa acción enzimática y posterior tratamiento alcalino pasaron al 
extracto en forma de una fracción polimérica oxidada y una serie de 
compuestos aromáticos de bajo peso molecular dando lugar a un 
significativo descenso en el contenido en lignina de la pasta. El efecto final 
del peróxido se tradujo en un incremento de la blancura de la pasta hasta 
91,2% ISO, 3-4 puntos superior a la alcanzada en la correspondiente 
secuencia química. 
                                                          
1Ibarra, D., Chávez, M.I., Rencoret, J., del Río J.C., Gutiérrez, A., Romero, J., 
Camarero, S., Martínez, M. J., Jiménez-Barbero, J., y Martínez, A.T. (2006). 
Lignin modification in a chlorine free sequence for bleaching eucalypt pulp 
including a laccase-mediator stage: 2D-NMR, FTIR and Py-GC/MS study. J. 
Agric. Food Chem. (en preparación). 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
Durante años la industria papelera ha empleado reactivos con cloro para 
eliminar la lignina de las pastas químicas, incluyendo la pasta kraft que 
representa al proceso más extendido a nivel mundial (Fengel y Wegener, 
1984). Sin embargo, el impacto medioambiental producido por los 
compuestos organoclorados formados durante el blanqueo (McKague et al., 
1989) ha conducido a nuevos procesos totalmente libres de cloro (TCF), 
más respetuosos con el medio ambiente. Los tratamientos enzimáticos 
basados en el uso de enzimas ligninolíticas ofrecen grandes posibilidades 
para desarrollar nuevas secuencias de blanqueo respetuosas con el medio 
ambiente (Eriksson, 2000; Viikari, 2000; Bajpai, 2004). La utilización de 
lacasas en presencia de mediadores redox es el proceso enzimático con 
mayor potencial para deslignificar pastas de papel (Sigoillot et al., 2005). 
El llamado sistema lacasa-mediador ha sido ya ensayado para el blanqueo 
de diferentes tipos de pastas (Bourbonnais y Paice, 1996; Bourbonnais et 
al., 1997; Poppius-Levlin et al., 1997b; Nelson et al., 1998; Chakar y 
Ragauskas, 2000; Camarero et al., 2004; Ibarra et al., 2006a).  
Para entender las mejoras introducidas por los tratamientos enzimáticos 
es necesario conocer las modificaciones que producen sobre la estructura 
de la lignina y en que manera contribuyen al proceso de deslignificación y 
blanqueo. En estos estudios se han utilizado compuestos modelo 
representativos de la estructura de la lignina. Entre ellos destacan los 
dímeros no fenólicos representativos de la subestructura β-O-4’, por ser el 
enlace más abundante entre las unidades de lignina. Con mediadores 
sintéticos, como el ácido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico) 
(ABTS), el 1-hidroxibenzotriazol (HBT) u otros compuestos de tipo -NOH-
, la lacasa es capaz de oxidar el Cα de la subestructura β-O-4’ a su 
correspondiente carbonilo (Bourbonnais y Paice, 1990; Li et al., 1998), 
permitiendo la posterior ruptura Cα-Cβ mediante un tratamiento alcalino 
(Freudenreich et al., 1998). Dependiendo de las condiciones, algunos de 
estos mediadores causan directamente la ruptura del enlace éter o Cα-Cβ 
(Kawai et al., 1999; Srebotnik y Hammel, 2000). Otro tipo de dímeros cuya 
degradación se ha investigado son los representativos de las subestructuras 
β-1’ (Bourbonnais y Paice, 1990; Bourbonnais et al., 1997). Igualmente, se 
han estudiado compuestos modelo representativos de estructuras 
condensadas (de tipo 5-5’, α-5’, difenilmetano o estilbeno) presentes en la 
lignina kraft (Crestini y Argyropoulos, 1998; Castro et al., 2003). Por otro 
lado, se han realizado también algunos estudios sobre las reacciones que se 
producen en la lignina durante la deslignificación de pastas de papel con 
lacasa-mediador utilizando principalmente técnicas espectroscópicas 
(Sealey y Ragauskas, 1998; Poppius-Levlin et al., 1999; Balakshin et al., 
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2001; Camarero et al., 2002; Tamminen et al., 2003; Chakar y Ragauskas, 
2004). 
Tras demostrar en reactores presurizados la mejora en las propiedades de 
la pasta kraft de eucalipto al introducir un tratamiento lacasa-mediador 
(utilizando HBT) en una secuencia de blanqueo TCF de tipo industrial 
(Ibarra et al., 2006a), en este trabajo se estudia la modificación de la 
lignina durante dicha secuencia. Las ligninas se aislaron por un proceso 
enzimático optimizado para este tipo de pastas (Ibarra et al., 2004) y se 
analizaron empleando espectroscopía infrarroja de transformada de Fourier 
(FTIR), pirólisis-cromatografía de gases/espectrometría de masas (Py-
GC/MS) y resonancia magnética nuclear bidimensional (2D-NMR). 
 
 
2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1 Pasta y enzima 
 
La pasta kraft cruda (no blanqueada) de Eucalyptus globulus (con un índice 
kappa de 14,2 y una blancura de 41,2% ISO) se obtuvo de la fábrica de 
ENCE en Pontevedra (España). La lacasa fue proporcionada por Beldem 
(Bélgica). Se produjo en fermentadores de 1 m3 a partir de una cepa 
hiperproductora de Pycnoporus cinnabarinus (Herpoël et al., 2000). Una 
unidad de actividad se definió como la cantidad de enzima que transforma 
1 µmol de ABTS por min al radical catiónico (ε436 29300 M-1 cm-1) en 
acetato sódico 0,1 M (pH 5). 
 
2.2 Secuencias de blanqueo 
 
El blanqueo de la pasta (200 g, peso seco) se llevó a cabo en reactores de 4-
L al 10% de consistencia. El tratamiento enzimático se incorporó a una 
secuencia de blanqueo TCF de tipo industrial (O-O-L-Q-PoP) que incluía: 
i) Dos etapas de oxígeno (O); ii) Etapa lacasa-mediador (L); iii) Etapa de 
quelato (Q); y iv) Etapa de peróxido alcalino (PoP), la primera parte bajo 
oxígeno presurizado (Ibarra et al., 2006a). La etapa L se llevó a cabo con 
lacasa (20 U/g de pasta) y HBT (Sigma-Aldrich) al 1,5% (referido a pasta) 
a pH 4, durante 2 h a 50ºC, con 1 min de agitación (a 60 rpm) cada 30 min. 
Como control se utilizó una secuencia química (O-O-a-Q-PoP) que incluía 
una etapa (denominada a) bajo las mismas condiciones de L pero sin lacasa 
ni mediador. 
La blancura y el índice kappa de las pastas se evaluaron por métodos 
estándar (ISO 3688:1999 e ISO 302:1981) (International Organisation for 
Standardization Documentation and Information (ISO), 2003). 
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2.3 Aislamiento de las ligninas residuales 
 
Se aislaron las ligninas residuales de la pasta cruda y de las pastas 
obtenidas tras cada una de las etapas de las dos secuencias descritas 
anteriormente (pasta O-O, pasta O-O-L y su control O-O-a, y pasta O-O-L-
Q-PoP y su control O-O-a-Q-PoP). También se aisló lignina residual de 
pasta tratada con lacasa, tras el tratamiento alcalino descrito en el apartado 
2.4 (pasta O-O-L-E). El aislamiento de las ligninas residuales se llevó a 
cabo por hidrólisis de la pasta (al 5%) durante 48 h (a pH 5, 50ºC y 180 
rpm) con celulasa y β-glucosidasa (Ibarra et al., 2004). Las ligninas 
contenían proteína contaminante y se purificaron utilizando proteasa y 
extracción con dimetilacetamida (DMAC) y NaOH 0,5 M. 
 
2.4 Milled wood lignin (MWL), lignina kraft y alcalilignina 
 
La MWL se extrajo (con dioxano-agua, 9:1) de madera de E. globulus 
finamente triturada, precipitó y purificó de acuerdo a Björkman (1956). La 
lignina kraft se precipitó de la lejía negra de la fábrica de ENCE por 
acidificación con HCl (hasta pH 2,5) y fue lavada (con agua acidulada) y 
secada. La alcalilignina se precipitó (a pH 2,5) del sobrenadante de tratar la 
pasta O-O-L con NaOH (1,5% respecto a peso de pasta) durante 1 h a 60ºC 
y fue lavada con agua acidulada y secada. Previamente se eliminó del 
sobrenadante la hemicelulosa precipitable con metanol (1:1). 
 
2.5 Análisis cromatográfico de compuestos simples 
 
La fracción no precipitable del extracto alcalino de la pasta O-O-L 
(apartado 2.4) se extrajo con metil tert-butil éter a pH 5 y los compuestos 
de bajo peso molecular se analizaron por GC/MS. Se utilizó un equipo 
Varian Saturn 2000 con una columna DB-5HT de 15 m x 0,25 mm (grosor 
de película de 0,1 µm), que se programó de 50ºC a 100ºC a 30ºC/min y de 
100ºC a 300ºC a 5ºC/min. La temperatura final se mantuvo 20 min. Los 
productos se identificaron por comparación con las bibliotecas electrónicas 
Wiley y NIST. 
 
2.6 FTIR 
  
Los espectros FTIR se obtuvieron en un espectrofotómetro Bruker IF-28 
utilizando 1 mg de lignina en 300 mg de KBr. Se acumularon 50 
interferogramas y se sustrajo la línea base entre los valles de 1850 y 900 
cm-1. Las ligninas se analizaron sin derivatizar y tras acetilación con 
anhídrido acético en piridina (1:2, 48 h a 24ºC) para distinguir los 
hidroxilos alifáticos y aromáticos (Gilarranz et al., 2001).  
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2.7 Py-GC/MS 
 
La pirólisis se llevó a cabo en un pirolizador CDS Pyroprobe con un 
sistema automático de muestreo (AS-2500 Autosampler). La muestra 
(aproximadamente 100 µg) se colocó en un tubo de cuarzo de 2 mm x 40 
mm. La pirólisis se llevó a cabo a 550ºC durante 10 s y la cámara de 
pirólisis (a 250ºC) se purgó con helio. El pirolizador estaba conectado a un 
cromatógrafo de gases Agilent 6890 con una columna capilar DV-1701 (60 
m x 0,25 mm ID y un grosor de película de 0,25 µm) acoplado a un 
espectrómetro de masas Agilent 5973 N. El cromatógrafo se programó de 
45ºC (4 min) a 280ºC con un incremento de 4ºC/min. La temperatura final 
se mantuvo durante 15 min. Las temperaturas del inyector y la línea de 
transferencia fueron de 250ºC y 280ºC, respectivamente. Los compuestos 
se identificaron por comparación con la literatura (Faix et al., 1990; Ralph 
y Hatfield, 1991) y con los incluidos en las bibliotecas electrónicas Wiley y 
NIST. 
 
2.8 1H-13C 2D-NMR 
 
Los espectros de NMR se registraron en un espectrómetro Bruker 
AVANCE 500 MHz, equipado con una sonda triple con gradientes en el eje 
z, a una temperatura de 298ºK. Se disolvieron aproximadamente 40 mg de 
lignina en 0,75 ml de dimetilsulfóxido deuterado (DMSO-d6). Se 
obtuvieron espectros de 1H NMR de las ligninas acetiladas (ver apartado 
2.5) para estimar el porcentaje de hidroxilos alcohólicos y fenólicos (Faix 
et al., 1992) y de 1H-13C 2D-NMR para el análisis estructural de las 
ligninas utilizando diferentes métodos (Ralph et al., 1999). 
 Los experimentos HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) 
se realizaron con 96 acumulaciones, empleando una matriz de datos de 256, 
320 o 384 incrementos en la dimensión indirecta, y adquiriendo 1024 
puntos en la dimensión de adquisición. La anchura espectral fue de 150 o 
176 ppm en la dimensión indirecta y de 11,90 ppm en la de adquisición. 
Los experimentos HSQC-TOCSY (Total Correlation Spectroscopy) se 
realizaron con 64, 80 o 96 acumulaciones empleando una matriz de datos 
de 256 o 384 incrementos en la dimensión indirecta y adquiriendo 1024 o 
2048 puntos en la dimensión de adquisición. Las anchuras espectrales 
fueron las mismas de los espectros HSQC. Los experimentos HMBC 
(Heteronuclear Multiple Bond Correlation) se realizaron con 96 o 128 
acumulaciones empleando una matriz de datos de 256 o 384 incrementos 
en la dimensión indirecta y adquiriendo 2048 puntos en la dimensión de 
adquisición. La anchura espectral fue de 209 o 250 ppm en la dimensión 
indirecta y de 11,90 ppm en la de adquisición. 
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La asignación de las señales se realizó combinando los resultados de los 
experimentos HSQC, HMBC y HSQC-TOCSY y por comparación con la 
literatura (Ede y Brunow, 1992; Galkin et al., 1997; Marita et al., 1999; 
Capanema et al., 2001; Ralph et al., 2001; Balakshin et al., 2001; Pinto et 
al., 2002; Liitiä et al., 2003; Balakshin et al., 2003; Chen et al., 2003; 
Terashima et al., 2003; Ralph et al., 2004; Sun et al., 2005). Se obtuvo 
información sobre las señales propias de las unidades guayacilo (G) a partir 
de una muestra de MWL de Pinus sylvestris.  
 
 
3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
3.1 Deslignificación enzimática y aislamiento de la lignina residual 
 
Tras seleccionar la lacasa de P. cinnabarinus por su alto potencial redox y 
estabilidad térmica y demostrar su eficiencia deslignificando pasta kraft de 
eucalipto en presencia de HBT (Ibarra et al., 2006b), el tratamiento lacasa-
mediador se incorporó a una secuencia TCF de tipo industrial (O-O-L-Q-
PoP) ensayada en reactores presurizados de laboratorio (Ibarra et al., 
2006a). Esta secuencia mejoró la deslignificación de la pasta hasta unos 
valores de kappa alrededor de 5 (por debajo de 2,5 cuando se tiene en 
cuenta la contribución de los ácidos hexenurónicos) comparado con un 
kappa de 7 en las secuencias que sólo utilizaron reactivos químicos (como 
O-O-a-Q-PoP). Además, la blancura final fue superior a 91% ISO, 3-4 
puntos más alta que la obtenida en la secuencia química. 
Con objeto de estudiar las modificaciones en la estructura química de la 
lignina se aislaron las ligninas residuales tras las diferentes etapas de la 
secuencia anterior y se compararon con la lignina residual de la pasta 
cruda, la MWL de madera de eucalipto y la lignina kraft. La lignina 
residual puede ser analizada in situ pero la información proporcionada, 
incluso utilizando compuestos marcadores (del Río et al., 2001), es 
limitada, por lo que es conveniente aislarla de la pasta. El aislamiento hay 
que realizarlo de forma que no se produzcan alteraciones en la estructura de 
la lignina, como ocurre cuando se utiliza la acidolisis que rompe una parte 
de los enlaces entre unidades (Adler, 1977). En este estudio se utilizó el 
aislamiento enzimático optimizado por Ibarra et al. (2004), basado en la 
hidrólisis de la celulosa con celulasas y purificación de la lignina mediante 
una combinación de hidrólisis con proteasa y extracción con solventes. 
Se obtuvieron dos muestras de lignina residual de cada pasta, una 
representativa del residuo de la hidrólisis (lignina R4) y otra del hidrolizado 
(lignina H4). También se aisló lignina residual de la pasta tratada con 
lacasa y sometida a un tratamiento alcalino. Los rendimientos de las 
diferentes ligninas calculados a partir de sus índices kappa variaron en 
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función del tipo de pasta (disminuyendo paralelamente éste): 23,5% para la 
lignina R4 de la pasta cruda, 11% para la R4 de la pasta O-O-a, 7,5% para 
la R4 de la pasta O-O-L, 4% para la R4 de la pasta O-O-L-E, 2% para la 
H4 de la pasta O-O-a-Q-PoP y 1,5% para la H4 de la pasta O-O-L-Q-PoP. 
Hay que tener en cuenta que el índice kappa sobrevalora fuertemente el 
contenido en lignina debido a la presencia de ácidos hexenurónicos (Li y 
Gellerstedt, 1997) que pueden representar mas del 50% del kappa en pastas 
TCF de eucalipto (Ibarra et al., 2006a) y que otros compuestos también 
interfieren en esta estimación aproximada del contenido en lignina (Li et 
al., 2002).  
 
3.2 Caracterización química de la lignina antes del blanqueo 
 
El espectro FTIR de la lignina residual de la pasta cruda de eucalipto 
(Ibarra et al., 2005)2 mostró el patrón típico de la lignina (Faix, 1992; 
Vázquez et al., 1997), con el triplete de bandas a 1515-1421 cm-1 y la 
banda a 1594-1609 cm-1 e intensidad más alta de las señales asignadas a las 
unidades  siringilo  (S, banda a 1329 cm-1)  que  a  las  G  (hombro  a  1270 
cm-1). Cuando se comparó con la MWL no se observaron diferencias 
significativas. Sin embargo la lignina kraft mostró mayor intensidad a 
1505-1515 y 1216-1225 cm-1 y menor intensidad a 1030-1033 cm-1. 
 El análisis mediante Py-GC/MS (Ibarra et al., 2005)2 de la lignina 
residual de la pasta cruda, MWL y lignina kraft mostró un predominio de 
compuestos fenólicos derivados de las unidades S y G de lignina (Meier y 
Faix, 1992; Ibarra et al., 2005) formadas respectivamente a partir de los 
alcoholes sinapílico y coniferílico (Fig. 1b y a). Sus pirogramas estaban 
dominados por los picos del siringol (pico 6), 4-vinilsiringol (pico 17) y 
trans-propenilsiringol (pico 24). En la lignina kraft además aparecieron 4-
metilsiringol (pico 9), 4-etilsiringol (pico 14) y compuestos oxidados como 
siringaldehído (pico 25) y acetosiringona (pico 28). La relación S/G de la 
lignina de la pasta cruda (3,0) fue sólo ligeramente más alta que la MWL 
(2,6) y las dos presentaron una relación más baja que la de la lignina kraft 
(5,1). 
 Los espectros HSQC mostraron las tres regiones típicas de un espectro 
1H-13C 2D-NMR de lignina: región alifática (CH saturado), alifática 
oxigenada (CH saturado unido a oxígeno) y aromática (principalmente CH 
aromático pero también CH olefínico) (Fig. 2). A través de la asignación de 
las diferentes señales en los espectros HSQC, HSQC-TOCSY  y  HMBC  
(Tabla 1) comparadas con las de la MWL de pino (lignina G) pudieron 
identificarse las unidades estructurales (G y S) y los diferentes enlaces 
entre ellas (Fig. 1c-f). 
                                                          
2 Ver Fig. 1, Capítulo 3 
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Fig. 1. Alcoholes precursores de las unidades G (a) y S (b) y algunas 
subestructuras en la lignina de eucalipto identificadas mediante 2D-NMR 
(c-f) incluyendo estructuras terminales resultado de degradación oxidativa 
(g y h). Se muestran principalmente estructuras de tipo S pero también 
existen las homólogas de tipo G, aunque en baja proporción. En a se 
indica la nomenclatura utilizada para los carbonos del anillo aromático (1-
6) y la cadena lateral (α, β y γ). 
 
En la región alifática de todos los espectros se observó la señal a δC/δH 
40,3/2,50 ppm asignada al DMSO, procedente del solvente. En los 
espectros de las ligninas residuales aparecieron además tres señales a δC/δH 
21,8/1,94, 34,9/2,78 y 37,9/2,94 ppm que se asignaron a la DMAC 
utilizada en la purificación. En la región alifática de la lignina kraft y la 
lignina residual de la pasta cruda se observó una variedad de señales con 
desplazamientos químicos a δC/δH 11-24/0,8 ppm y δC/δH 8-32/1,2-1,3 ppm 
que fueron en parte asignadas a cadenas alifáticas saturadas de ácidos 
grasos unidos a la lignina (Duarte et al., 2001; Balakshin et al., 2001). 
Estas señales aparecieron en la lignina residual pero no en la MWL, lo que 
sugiere que una parte de los enlaces con la lignina se forman durante la 
cocción por reacciones de radicales. Tanto en la lignina residual como en la 
lignina  kraft se  observó un  conjunto de  señales entre  δC/δH 20-43/1,5-2,5  
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Fig. 2. Espectros HSQC completos, δC/δH 0-135/0-9 ppm, de la MWL (A), 
lignina residual de pasta cruda (B) y lignina kraft (C) de eucalipto, y MWL 
de pino (D). Se observan las regiones correspondientes al CH alifático, CH 
alifático oxigenado y CH aromático de la lignina. Se indican las señales de 
DMSO (solvente para NMR), DMAC (utilizada en la purificación de la 
lignina residual) y carbono anomérico de xilano (la asignación de la 
restantes señales de xilano unido a la lignina se muestran en la Fig. 2A). 
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ppm que corresponden a CH alifático unido a alcoholes, carbonilos o éteres 
(Balakshin et al., 2001).  
 
Tabla 1. Asignación de las diferentes señales en los espectros HSQC y HMBC 
(seis últimas señales) de las diferentes ligninas de eucalipto1. 
δC/δH (ppm) Asignación 
11,6/0,82  14,3/0,84  15,8/0,84  
19,6/0,82  19,8/1,19  21,8/0,83  
22,6/1,26  23,4/0,87  29,3/1,23  
31,69/1,23 
CH en cadenas alifáticas saturadas 
19,8/1,04 CH3 en poli(etileno-isopropileno) 
21,8/1,94  34,9/2,78  37,9/2,94 CH3 en DMAC 
40,3/2,50 CH3 en DMSO 
53,7/3,42 CΗ-β en subestructuras de tipo fenilcumarano 
54,1/3,04 CΗ-β en subestructuras de tipo siringaresinol 
56,2/3,73 CH3 en metoxilos 
60,1-60,2/3,40-3,70 CH-γ en subestructuras de tipo β-O-4’ 
61,9/4,09 CH-γ en alcohol coniferílico/sinapílico  
63,3-63,6/3,67-3,20 CH-5 en xilano 
68/4,26 CH-γ en β-O-4’ unida a xilano a través de C-α  
69,8/3,28 CH en xilano enlazado a C-α de lignina 
70,2/3,50 CH en poli(etileno-isopropileno) 
71,6-71,7/3,81-4,17 CH-γ en siringaresinol 
72,3/4,86 CH-α en β-O-4’ 
72,6/3,43 CH en poli(etileno-isopropileno)  
72,8/3,33 CH en poli(etileno-isopropileno)  
73,5/3,01 CH-2 en xilano 
74,6/4,36 CΗ-β en β-O-4’ con dos carbonos en la cadena lateral o 
CH en Ar-CHOH-COOH 
75/3,50 CH en poli(etileno-isopropileno) 
75,3/3,32 CH-3 en xilano 
75,3/3,49 CH-4 en xilano 
80,2/5,54 CH-α en α-O-4’/β-O-4’ 
83/4,54 CH-β en β-O-4’ con carbonilo en C-1 de unidad B 
83,1/4,61 CH-α en β-O-4’unido a xilano 
84,1/4,29 CΗ-β en β-O-4’constituida por unidades G 
85,4/4,64 CH-α en siringaresinol 
86,5/4,10 CΗ-β en β-O-4’ constituida por unidades S 
87,5/5,46 CH-α en fenilcumarano 
102,2/4,25 CH-1 en xilano 
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Tabla 1. (continuación)  
104,7/6,69 CH-2/6 en unidades S  
107,3-106,7/7,22-7,32 CH-2/6 en unidades S con Cα=O 
111,6/7,32 CH-2 en unidades G con Cα=O  
111,7/6,99 CH-2 en unidades G 
115,3/6,71-6,94 CH-5 en unidades G (y CH-3/5 en para-tert-alquilfenol) 
118,6-121,2/6,97-7,04 CH-5 en unidades G con Cα=O 
118,7/7,53 CH-6 en unidades G con Cα=O  
119,6/6,81 CH-6 en unidades G  
124/7,40 CH-2/6 en bifenilo con Cα=O o Cα-OOH 
125,7/7,79-8,05 CH-α/β en estilbeno (sustituido) 
128,4-129,6/7,22 CH-3/5 olefínico en muconato (sustituido)  
130,5/7,03 CH-2/6 en para-tert-alquilfenol 
147/3,73-3,83 C-3/5 / H metoxilos, en unidades S  
152/3,73-3,83 C-3/5 / H metoxilos, en unidades S con C=O conjugado 
167/7,21 C en COOH / H olefínico, en muconato (sustituido) 
170/1,78  172,4/1,91  174,9/2,18   C en COOH / H alifático, en ácidos grasos 
170/2,78-2,93 C en amida / H alifático, en DMAC 
197,9/7,31 C en carbonilo / H-2/6, en unidades S con C=O conjugado (acetosiringona terminal) 
1Ver asignaciones de otros autores (Ede y Brunow, 1992; Galkin et al., 1997; Marita et al., 
1999; Capanema et al., 2001; Ralph et al., 2001; Balakshin et al., 2001; Pinto et al., 2002; 
Liitiä et al., 2003; Balakshin et al., 2003; Chen et al., 2003; Terashima et al., 2003; Ralph et 
al., 2004; Sun et al., 2005). 
 
En la región alifática oxigenada (Fig. 3A y C) de los espectros de las tres 
ligninas se observaron, con diferentes intensidades, señales asignables a las 
cadenas laterales de subestructuras de tipo β-O-4’, siringaresinol 
(incluyendo enlaces β-β’ y α-O-γ’) y fenilcumarano (incluyendo enlaces β-
5’ y α-O-4’) mostradas en la Fig. 1c-e, así como a los grupos metoxilo 
(δC/δH 56,2/3,73 ppm). El CH-α en las subestructuras β-O-4’ apareció a 
δC/δH 72,3/4,86 ppm. Para el CH-β se pudo diferenciar entre las 
subestructuras constituidas por unidades S (δC/δH 86,5/4,10 ppm) o G 
(δC/δH 84,1/4,29 ppm). Las subestructuras de tipo siringaresinol mostraron 
una señal de CH-α a δC/δH 85,4/4,64 ppm y otra señal doble a δC/δH 71,6-
71,7/3,81-4,17 ppm debido a la existencia de dos hidrógenos en el C-γ. Sus 
CH-β no son oxigenados por lo que aparecen a δC/δH 54,1/3,04 ppm en el 
límite de la región de CH alifático no oxigenado. Los CH-α (δC/δH 
87,5/5,46 ppm) y CH-β (δC/δH 53,7/3,42 ppm) de las subestructuras de tipo 
fenilcumarano apenas fueron detectables de acuerdo con el bajo contenido 
de unidades G en la lignina de eucalipto. Las tres ligninas mostraron un 
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Fig. 3. Región alifática oxigenada, δC/δH 45-100/2-6 ppm (arriba) y 
aromática, δC/δH 80-135/5-9 ppm (abajo), en los espectros HSQC de la 
lignina residual de pasta cruda (A y B) y la lignina kraft (C y D). MeO: 
metoxilos; PE-PP: poli(etileno-isopropileno); y Xil: xilano. 
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conjunto de señales entre δC/δH 60-60,5/3,2-3,7 ppm a las que contribuye 
fundamentalmente el CH-γ de las subestructuras β-O-4’, junto con el CH-γ 
de subestructuras de tipo fenilcumarano y otros. Para identificar algunas 
señales fue necesario realizar experimentos HSQC-TOCSY que permiten 
observar las correlaciones 1H-1H y son útiles cuando las señales de HSQC 
se encuentran solapadas. Estos experimentos permitieron identificar las 
señales de CH-γ en las subestructuras β-O-4’que fueron asignadas a δC/δH 
60,1/3,70 y 60,2/3,40 ppm (espectros no mostrados). La relación entre las 
tres subestructuras (β-O-4’, siringaresinol y fenilcumarano) fue similar en 
la lignina de la pasta cruda (79:19:2) y en la MWL (80:18:2) pero muy 
diferente en la lignina kraft (11:89:0).  
  La lignina residual de la pasta cruda mostró un conjunto de señales que 
indican la existencia de complejos lignina-carbohidrato formados por 
enlaces éter entre subestructuras β-O-4’ y cadenas de xilano, abundante en 
la madera de E. globulus (Evtuguin et al., 2003). Estas señales 
corresponden al CH-α de la subestructura β-O-4’ (δC/δH 83,1/4,61 ppm) y 
el CH del xilano (δC/δH 69,8/3,28) implicados en el enlace éter, y al CH-γ 
de la subestructura β-O-4’ (δC/δH 68/4,26 ppm) (Balakshin et al., 2003) 
(Fig. 2A). Además, se observaron las señales de los diferentes CH 
oxigenados del carbohidrato (δC/δH 73,5/3,01, 75,3/3,32-3,49 y 63,3-
63,6/3,67-3,20 ppm correspondientes a los CH-2, CH-3/4 y CH-5 
respectivamente) así como al CH-1 anomérico (δC/δH 102,2/4,25 ppm) 
(Fig. 1B). Las señales de los complejos lignina-carbohidrato no aparecen 
tan claramente en la lignina kraft y están ausentes de los espectros de la 
MWL. Esto sugiere que una parte de estos complejos (al igual que ocurre 
en el caso de los lípidos) se forman durante la cocción kraft. Sin embargo, 
también es posible que la cocción de lugar a un enriquecimiento en lignina 
unida a carbohidratos. La lignina residual de la pasta cruda mostró un 
grupo de señales sobre δC 63-64,5 ppm que podría asignarse al C-γ en 
subestructuras β-O-4’ con un carbonilo en CH-α, pero en el que también se 
incluyen señales del CH-5 del xilano tal como se ha mencionado 
anteriormente. Sin embargo, la correlación esperada para el protón en este 
tipo de subestructuras es δH 4,1 ppm (Pinto et al., 2002) y no se observa la 
señal para el CH-β δC/δH 83/5,5 ppm (Capanema et al., 2001). Por último, 
en la lignina residual de la pasta cruda (así como en las ligninas aisladas a 
lo largo de la secuencia de blanqueo, descritas a continuación) se observó 
un conjunto de señales (δC/δH 70,2/3,50, 72,6/3,43, 72,8/3,33 y 75/3,50 
ppm) asignadas a un polímero de tipo poli(etileno-isopropileno) (Lee et al., 
2003). Se trata de un contaminante (Liitiä et al., 2003) cuyo origen exacto 
no es conocido pero que puede proceder del material de plástico utilizado 
en el aislamiento de la lignina. 
La región aromática (Fig. 3B y D) mostró las señales correspondiente a 
CH-2/6 de las unidades S (δC/δH 104,7/6,69 ppm) y CH-2 (δC/δH 111,7/6,69 
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ppm) y CH-6 (δC/δH 119,6/6,81 ppm) de las unidades G (Balakshin et al., 
2001). La señal para CH-5 (δC/δH 115,3/6,71-6,94 ppm) de las unidades G 
apareció desdoblada, al igual que en el espectro HSQC de la MWL de pino. 
En el espectro de la lignina kraft se observaron señales complejas, cuya 
asignación para las unidades G fue confirmada tras acetilación (Ralph, 
2005). También se pudieron observar señales (δC/δH 107,3-106,7/7,22-7,32 
ppm para CH-2/6) que indican la presencia de carbonilos conjugados en 
algunas unidades S, mientras que en las unidades G este tipo de señales 
(δC/δH 111,6/7,32 y 118,7/7,53 ppm para CH-2 y CH-6 respectivamente) no 
aparecieron o lo hicieron con muy baja intensidad. Las relaciones S/G 
estimadas a partir de estas señales fueron 2,0 en la MWL, 4,0 en la lignina 
kraft y 4,4 en la lignina residual de la pasta cruda. El contenido total de 
grupos carbonilos conjugados en las unidades S fue mayor en la lignina 
residual (7%) y especialmente en la lignina kraft (16%) que en la MWL 
(5%). Además, en la lignina kraft se observaron señales asignadas a 
estructuras de tipo estilbeno (δC/δH 125,7/7,79-8,05 ppm) (Fig. 1f).  
Las tres ligninas mostraron un fuerte predominio de unidades S tras 
FTIR, Py-GC/MS y 2D-NMR, tal como se había descrito para la lignina de 
madera de eucalipto (del Río et al., 2001; Ibarra et al., 2005). La 
composición de la MWL es semejante a la descrita por Evtuguin y 
colaboradores (Evtuguin et al., 2001; Evtuguin y Amado, 2003) para la 
dioxano lignina de eucalipto aunque estos autores indican una relación S/G 
superior, no describen subestructuras de tipo fenilcumarano y sí pequeños 
porcentajes de enlaces 4-O-5’, β-5’ y 5-5’. Al comparar estos resultados 
hay que tener en cuenta que la dioxano lignina se obtiene tras acidolisis que 
rompe una parte de los enlaces de la lignina. La lignina residual de la pasta 
cruda mostró una composición y estructura similar a la MWL, aunque se 
observaron algunas estructuras cuya abundancia aumentó durante el 
pasteado kraft incluyendo cadenas alifáticas saturadas cuya formación ha 
sido descrita durante el pasteado kraft (Gellerstedt et al., 1999; Duarte et 
al., 2001) y señales de complejos lignina-carbohidratos. No se encontraron 
grandes cambios en la relación S/G, a diferencia de otros estudios que han 
sugerido un descenso de S/G durante la cocción kraft (Duarte et al., 2001). 
Tampoco se observaron señales de subestructuras condensadas de tipo 5-
CH2-5’ y Ar-CH(R)-Ar’ (Jiang y Argyropoulos, 1999). 
Las mayores modificaciones se observaron en la lignina kraft. Éstas 
incluyen una alta relación S/G, lo que nos sugiere que la lignina de tipo S 
es más fácilmente solubilizada. La principal reacción que permite la 
disolución de la lignina durante el pasteado kraft es la ruptura de los 
enlaces éter en las subestructuras de tipo β-O-4’. El bajo contenido de 
subestructuras β-O-4’ y la desaparición de las de tipo fenilcumarano en la 
lignina kraft se ha descrito en otros trabajos (Capanema et al., 2001; Liitiä 
et al., 2003; Balakshin et al., 2003). La mayor intensidad de las bandas de 
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FTIR a 1216 y 1515 cm-1 se atribuyó a las unidades fenólicas, como 
confirmamos al acetilar la lignina kraft obteniendo una intensa señal de 
hidroxilos fenólicos (1765-1772 cm-1) respecto  a  la  de  alifáticos (1743 
cm-1). Mediante 1H-NMR pudo estimarse un porcentaje de hidroxilos 
fenólicos del 85% (δH 2,2 ppm) frente a un 15% de no fenólicos (δH 2,0 
ppm). Los resultados de 2D-NMR están acordes con la pirólisis de la 
lignina kraft, que liberó cantidades más altas de aldehídos y cetonas 
aromáticas y más pequeñas de vinilsiringol y propenilsiringol (y sus 
homólogos de tipo G) (Choi et al., 2001). En ninguno de los espectros se 
observó señales asignadas a estructuras de tipo vinil-éter, a diferencia de 
otros trabajos en los que se ha descrito este tipo de estructuras en la lignina 
kraft de eucalipto (Capanema et al., 2001). Se encontraron estructuras de 
tipo estilbeno en la lignina kraft, pero no en la lignina residual como se ha 
descrito en otros estudios (Capanema et al., 2001). La aparición en la 
región aromática de señales asignadas a unidades con grupos carbonilo 
conjugados junto con la ausencia de señales asignadas a subestructuras β-
O-4’ con Cα=O en la región alifática hacen pensar que los grupos 
carbonilos se encuentran en unidades terminales.  
 
3.3 Modificación de la lignina durante la secuencia O-O-L-Q-PoP: 
Deslignificación por el oxígeno 
 
Las ligninas residuales de la pasta kraft de eucalipto tras deslignificación 
con oxígeno y la pasta O-O-a (control del tratamiento enzimático) 
presentaron características similares a los de la lignina residual de la pasta 
cruda. El espectro FTIR fue semejante y su pirograma mostró una 
distribución de compuestos marcadores muy parecida (Fig. 4 arriba). Sin 
embargo, el espectro HSQC  (Fig. 5A y B) puso de manifiesto algunas 
diferencias con la lignina de la pasta cruda (Fig. 3A y B). En la región 
alifática oxigenada se observaron cambios en la proporción de las distintas 
subestructuras (β-O-4’, siringaresinol y fenilcumarano) disminuyendo las 
dos últimas (84:16:0 en la pasta O-O-a) con respecto a la pasta cruda 
(79:19:2). Los cambios más significativos se produjeron en la región 
aromática donde se observó un incremento de las señales asignadas a CH-2 
y CH-6 en unidades G y S con un grupo carbonilo conjugado (9% del 
total). También se observaron dos señales a δC/δH 130,5/7,03 ppm y δC/δH 
115,3/6,71 (la última parcialmente solapada con la de CH-5 en unidades G) 
correlacionadas en HSQC-TOCSY, que fueron asignadas a un 
contaminante de tipo para-tert-alquilfenol (PATP) como el para-tert-
butilfenol detectado tras pirólisis de la pasta TCF (Ibarra et al., 2005). 
Aparecieron además unas señales a δC/δH 128,4-129,6/7,22 ppm 
correspondientes a CH olefínicos conjugados en estructuras de tipo 
mucónico (ácido 2,4-hexadiendioico) derivadas de la apertura oxidativa del 
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Fig. 4. Espectros FTIR, región 2000-600 cm-1 (izda), y Py-GC/MS (dcha) 
de las ligninas residuales de pasta deslignificada con oxígeno control (O-
O-a) y de pasta deslignificada con oxígeno y tratada con el sistema lacasa-
mediador (O-O-L). Identificación de picos tras Py-GC/MS: 1, guayacol; 2, 
4-metilguayacol; 3, etilguayacol; 4, 4-vinilguayacol; 5, eugenol; 6, 
siringol; 7, cis-isoeugenol; 8, trans-isoeugenol; 9, metilsiringol; 14, 
etilsiringol; 16, acetoguayacona; 17, 4-vinilsiringol; 18; guayacilacetona; 
21, cis-propenilsiringol; 24, trans-propenilsiringol; 25, siringaldehído; 28, 
acetosiringona; 29, siringilacetona; 30, propiosiringona; 31, oxo-
propiosiringona; 32, trans-sinapaldehído. Los asteriscos indican productos 
derivados del HBT (benzotriazol y 1-metilbenzotriazol). 
 
anillo aromático en unidades S (éster monometílico del ácido 2-
metoximucónico) o G (éster monometílico del ácido mucónico) (Fujiwara 
et al., 1975; Liitiä et al., 2003). 
 Debido a la naturaleza cuaternaria del carbono de los grupos carbonilo (o 
carboxilo) éstos no son observados en los experimentos HSQC y HSQC-
TOCSY. Por ello, se realizaron experimentos HMBC a través de los cuales 
es posible detectar este tipo de carbonos. De esta forma se pudieron 
identificar tres grupos carboxilo de ácidos grasos a δC/δH 170/1,78, 
172,4/1,91 y 175/2,18 ppm y el carbonilo de la DMAC (δC/δH 170/2,78 
ppm) (Fig. 6A). Igualmente pudieron localizarse los C-3/5 en unidades S 
normales y con carbonilo conjugado (δC 147 y 152 ppm) por su correlación 
con los hidrógenos de los correspondientes metoxilos (δH 3,73 ppm). En la 
región de δC/δH 90-135/6-8 ppm del espectro HMBC (Fig. 6C) se 
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Fig. 5. Regiones alifática oxigenada, δC/δH 45-100/2-6 ppm (arriba), y 
aromática, δC/δH 80-135/5-9 ppm (abajo), en los espectros HSQC de las 
ligninas residuales de pasta control (O-O-a) (A y B) y pasta tratada con el 
sistema lacasa-HBT (O-O-L) (C y D). MeO: metoxilos; PE-PP: poli(etileno-
isopropileno); Xil: xilano; y PTAP: para-tert-alquilfenol. 
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Fig. 6. Espectros HMBC (arriba) completo (A) y entre δC/δH 0-225/6-8 
ppm (C), y HSQC (abajo) completo (B) y entre δC/δH 90-135/6-8 ppm (D) 
de la lignina residual de pasta O-O-a. En A se observan las correlaciones 
de los protones de los metoxilos con C-3 y C-5 en unidades S (sin/con 
carbonilo conjugado) y de los protones de ácidos grasos con carbonos de 
tres carboxilos diferentes (también se observan correlaciones de PE-PP y 
DMAC; el rectángulo marcado en A corresponde a la región ampliada en 
B). En C se muestra las correlaciones de los protones (H-2/6) del anillo 
aromático en unidades S oxidadas (Cα=O) a δH 7,3 ppm y sin oxidar a δH 
6,9 ppm con los carbonos del anillo aromático. Para abreviaturas ver Fig. 
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observaron las diferentes correlaciones de los protones 2 y 6 en unidades S 
normales (δH 6,70 ppm) y con carbonilo conjugado (δH 7,31 ppm) con los 
carbonos C-2/6, C-1, C-4 y C-3/5. Además, en las unidades S normales se 
observó la correlación con el C-α en subestructuras β-O-4’ confirmando la 
integridad de dicha subestructura. Por el contrario, en las unidades con un 
carbonilo conjugado no se observó correlación con C-α en subestructuras 
β-O-4’ sino que apareció una señal a δC/δH 197,9/7,31 ppm correspondiente 
al grupo carbonilo que por su δC se identificó como una estructura de tipo 
acetosiringona (Fig. 1g). En esta región también se observó una señal de C 
carboxílico a δC 167 ppm que apareció correlacionada con la señal olefínica 
a δH 7,21 previamente asignada a estructuras de tipo mucónico (Fig. 1h). 
El descenso de subestructuras de tipo siringaresinol e incremento de β-
O-4’ durante la deslignificación con oxígeno se ha descrito en otros 
trabajos (Liitiä et al., 2003). El simultáneo incremento de carbonilos 
conjugados, formados por degradación oxidativa de la cadena lateral, y 
carboxilos alifáticos de tipo mucónico, formados por ruptura oxidativa del 
anillo aromático, ha sido también descrito en otros estudios (Gellerstedt et 
al., 1999; Duarte et al., 2001). A diferencia de lo descrito en otros estudios 
(Balakshin et al., 2003), no observamos degradación de los complejos 
lignina-carbohidrato durante la deslignificación con oxígeno. 
 
3.4 Modificación de la lignina durante la secuencia O-O-L-Q-PoP: 
Efecto del tratamiento lacasa-mediador 
 
Las mayores diferencias entre las ligninas aisladas de la pasta de eucalipto 
se observaron tras el tratamiento lacasa-mediador. Su espectro FTIR 
presentó una fuerte banda a 1660 cm-1, correspondiente a carbonilos 
conjugados con el anillo aromático (Fig. 4 izda). Esta banda se solapa con 
la de 1715-1720 cm-1. También mostró un descenso de la relación S/G por 
el incremento de la banda a 1263-1266 cm-1 (unidades G) y un ligero 
descenso de la banda a 1328-1331 cm-1 (unidades S). Este descenso se 
corroboró por Py/GC-MS (Fig. 4 dcha) que proporcionó una relación S/G 
de 2,3 para la lignina de la pasta tratada con lacasa-mediador y 2,9 para la 
lignina de la pasta control. Tras Py-GC/MS se pudo observar además un 
incremento de compuestos oxidados como la acetosiringona y 
acetoguayacona así como un descenso de vinilsiringol y propenilsiringol 
con respecto al control. Además de los productos derivados de la lignina, 
pudimos también observar productos derivados del HBT, como 
benzotriazol y 1-metilbenzotriazol, cuya incorporación a la lignina había 
sido ya descrita (Tamminen et al., 2003). 
Para un mismo contenido en estructuras aromáticas y olefínicas (7-8%) 
la región alifática de los espectros HSQC de la lignina tras el tratamiento 
lacasa-mediador mostró un fuerte aumento de las señales asignadas a 
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cadenas alifáticas saturadas, mientras en la región oxigenada se observó la 
ausencia de subestructuras de tipo siringaresinol y fenilcumarano (Fig. 5C). 
El contenido en hidroxilos fenólicos (13% del total), estimado por 1H-NMR 
de la lignina acetilada, no se modificó significativamente con respecto a la 
pasta control (aunque pudo observarse un incremento del 30% en el total de 
hidroxilos). En la región aromática del espectro se observó un incremento 
de más de siete veces en las señales de CH-2 y CH-6 en unidades S o G con 
un carbonilo conjugado (hasta representar el 65% del total de unidades). En 
esta región también observamos las señales correspondiente a CH 
olefínicos en estructuras de tipo mucónico. También se observó una señal a 
δC/δH 124/7,40 ppm asignada a estructuras condensadas de tipo bifenilo (5-
5’) con un grupo carbonilo en α (Capanema et al., 2001). 
El descenso de la relación S/G por el tratamiento lacasa-mediador se ha 
descrito en otras pastas (Camarero et al., 2002). El incremento de la banda 
a 1660 cm-1 en el espectro FTIR se ha descrito en ligninas aisladas de pasta 
tratadas con lacasa-HBT (Poppius-Levlin et al., 1999) y se debe a la 
formación de carbonilos conjugados por la oxidación de las cadenas 
laterales. El sistema lacasa-mediador degrada las subestructuras de tipo β-
O-4’, tal como se ha descrito en ligninas aisladas de pastas tratadas 
(Balakshin et al., 2001) o utilizando compuestos modelo (Freudenreich et 
al., 1998; Kawai et al., 2002). La degradación de este tipo de 
subestructuras incluye ruptura del enlace β-éter o Cα-Cβ y oxidación del 
carbono en posición α dando lugar a estructuras de tipo aldehído, cetona o 
ácido aromático. Al igual que se ha descrito en otros estudios no 
observamos la acumulación de subestructuras de tipo β-O-4’ con el grupo 
carbonilo en posición α por la ausencia de su señal a δC/δH 81-82/5,5-5,7 
ppm (CH-β) (Balakshin et al., 2001; Kawai et al., 2002) lo que hace pensar 
que este tipo de subestructuras son productos intermediarios que 
evolucionan con degradación de la cadena lateral. Sin embargo, en la 
región aromática se observó un notable incremento en las señales de CH-2 
y CH-6 en unidades S y G con un carbonilo conjugado. Los espectros 
HMBC mostraron que estas señales corresponden a unidades de 
acetosiringona terminales. La degradación oxidativa de las cadenas 
laterales ha sido descrita durante la degradación de la lignina por hongos 
(Camarero et al., 1997), así como durante el tratamiento de compuestos 
modelo de lignina con lacasa-HBT (Kawai et al., 2002; Crestini et al., 
2003). El descenso en la intensidad de las señales en la región alifática 
oxigenada del espectro HSQC corroboró la degradación oxidativa de las 
cadenas laterales de la lignina durante el tratamiento lacasa-mediador. El 
descenso de las señales asignadas a subestructuras de tipo siringaresinol y 
fenilcumarano también se ha descrito en ligninas residuales de pastas 
tratadas con lacasa-HBT (Balakshin et al., 2001). El aumento de las señales 
de CH olefínico correspondientes a estructuras de tipo mucónico (que 
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también contribuyen a la señal de FTIR a 1720 cm-1) coincide con lo 
descrito en ligninas aisladas de pastas tratadas con lacasa-HBT (Poppius-
Levlin et al., 1997a; Sealey y Ragauskas, 1998; Balakshin et al., 2001). En 
el incremento de la intensidad de las señales en la región alifática del 
espectro HSQC contribuyen los productos derivados de la ruptura oxidativa 
de los anillos aromáticos seguido de reacciones de hidratación (Balakshin 
et al., 2001) así como la posible incorporación de radicales lipídicos. 
Señales asignadas a estructuras de tipo bifenilo con un grupo carbonilo o 
carboxilo conjugado también han sido descritas durante el tratamiento de 
pasta con lacasa-mediador (Balakshin et al., 2001).  
 
3.5 Modificación de la lignina durante la secuencia O-O-L-Q-PoP: 
Efecto del peróxido 
 
El espectro FTIR de la lignina residual de la pasta control tras la etapa de 
peróxido fue similar al obtenido tras el doble oxígeno, excepto por un 
incremento de las bandas a 1660 y 1720 cm-1. Los pirogramas también 
mostraron una distribución similar de los marcadores de lignina, aunque 
con cierto incremento de los compuestos oxidados y una mayor relación 
S/G (3,9) que la lignina de la pasta deslignificada con oxígeno (2,9). Los 
espectros HSQC mostraron diferencias en la relación entre subestructuras 
de tipo β-O-4’, siringaresinol y fenilcumarano (90:8:2) con respecto a la 
lignina de la pasta O-O-a (84:16:0). Fue posible observar las señales 
correspondientes a los complejos lignina-carbohidrato, aunque la señal de 
CH-α (δC/δH 83,1/4,61 ppm) puede ser confundida con la de δC/δH 83/4,54 
ppm asignada a CH-β en subestructuras β-O-4’ con un carbonilo conjugado 
en el C-1 de la unidad B (Capanema et al., 2001). También aparecieron 
pequeñas señales a δC/δH 73,2-74,5/4,47-4,38 ppm que podrían ser 
asignadas a α-hidroxiácidos de tipo Ar-CH(OH)-COOH o Ar-CH2-
CH(OH)-COOH (intermediarios en la degradación oxidativa de la cadena 
lateral en subestructuras de tipo β-O-4’) (Balakshin et al., 2003). En la 
región aromática seguimos observando las señales asignadas a las 
estructuras de tipo mucónico así como las asignadas a los CH de los anillos 
aromáticos con carbonilos conjugados, tanto de unidades S como G. 
Al contrario de lo que se observó tras la etapa lacasa-mediador, las 
ligninas residuales mostraron características similares al final de la 
secuencia con la etapa enzimática integrada, y de la secuencia control como 
revelaron los estudios de FTIR, Py-GC/MS y 2D-NMR (Figs. 7 y 8). En 
estas ligninas se observaron de nuevo las señales de las subestructuras 
(siringaresinol y fenilcumarano) que habían desaparecido en la lignina 
extraída tras el tratamiento lacasa-mediador, con una relación entre β-O-4’, 
siringaresinol y fenilcumarano de 87:10:3. La pequeña señal a δC/δH 
80,2/5,54 ppm se asignó a CH-α en subestructuras de tipo α-O-4’/β-O-4’. 
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Fig. 7. Espectros FTIR, región 2000-600 cm-1 (izda), y Py-GC/MS (dcha) 
de lignina extraída de pasta O-O-L en condiciones alcalinas (alcalilignina) 
y ligninas residuales de pasta O-O-L tras extracción alcalina (fracción R4) 
y de pasta O-O-L-Q-PoP (fracción H4). Con asteriscos se indican 
marcadores en los cromatogramas de Py-GC/MS procedentes de 
carbohidratos. Ver Fig. 4. para identificación de los picos tras Py-GC/MS. 
 
 Los cambios con respecto a la lignina aislada tras el tratamiento lacasa-
mediador se debieron principalmente a las condiciones alcalinas empleadas 
durante la etapa de peróxido, que eliminaron la mayor parte de la lignina 
oxidada. Para confirmarlo, la pasta tratada con el sistema lacasa-HBT se 
sometió a un tratamiento alcalino, a través del cual solubilizamos una 
nueva fracción de lignina (alcalilignina). Ésta se comparó con la lignina 
residual de la pasta antes y después de la extracción. La alcalilignina fue 
similar a la lignina residual antes de la extracción alcalina. El espectro 
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Fig. 8. Región alifática oxigenada, δC/δH 45-100/2-6 ppm (arriba), y 
aromática, δC/δH 80-135/5-9 ppm (abajo), en los espectros HSQC de las 
ligninas residuales de pasta O-O-L-Q-PoP (A y B) y pasta O-O-L tras 
extracción alcalina (C y D). Para abreviaturas ver Fig. 4. 
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FTIR presentó algunas bandas asignadas a carbohidratos (1087 cm-1, 1045 
cm-1, 982 cm-1 y 893 cm-1) (Ibarra et al., 2004) pero, al igual que en la 
lignina residual antes de la extracción, presentó una fuerte banda a 1660 
cm-1 y otra a 1715-1720 cm-1, además de una baja relación S/G (Fig. 7). 
Por Py-GC/MS también observamos marcadores característicos de 
carbohidratos y una relación S/G (2,2) similar a la de la lignina antes de la 
extracción (2,3) (Fig. 7). Al igual que en el espectro HSQC de la lignina 
residual antes de la extracción alcalina, en la región alifática oxigenada de 
la alcalilignina se observó una ausencia de señales asignadas a 
subestructuras de tipo siringaresinol y fenilcumarano así como un descenso 
en la intensidad de las señales asignadas a subestructuras de tipo β-O-4’. El 
porcentaje de grupos carbonilo conjugados con el anillo aromático fue 
también muy alto (57%). Además, el análisis por GC/MS de la fracción no 
precipitable tras el tratamiento alcalino de la pasta tratada con lacasa-
mediador reveló la presencia de una serie de productos simples procedentes 
de la degradación de la lignina entre los que destacó el ácido vainíllico 
(30% de la abundancia molar total de los compuestos aromáticos de bajo 
peso molecular), el ácido siríngico (29% del total), la vainillina (14% del 
total), el siringaldehído (9% del total) y la acetosiringona (8%), junto con 
algunos compuestos derivados del HBT entre los que destacó el 
benzotriazol. 
 Por otro lado, la lignina residual tras la extracción alcalina mostró 
características similares a la lignina residual tras la etapa de peróxido como 
resultado de la eliminación de los productos de oxidación durante el 
tratamiento alcalino. Con respecto a la lignina residual antes de la 
extracción, se observó un fuerte descenso en la intensidad de las bandas a 
1660 cm-1 y 1715-1720 cm-1 (aunque sin alcanzar los valores de la lignina 
en la pasta final). La relación S/G se incrementó al descender la banda a 
1263-1266 cm-1 (unidades G) y aumentar la de 1328-1331 cm-1 (unidades 
S) (Fig. 7 izda). La relación S/G (3,4) obtenida por Py-GC/MS (Fig. 7 
dcha) fue muy similar a la obtenida tras la etapa de peróxido, confirmando 
lo que se observó por FTIR. En la región alifática oxigenada de los 
espectros HSQC de la lignina residual tras la extracción alcalina (Fig. 8) 
volvieron a aparecer las señales de las subestructuras de tipo siringaresinol 
y se produjo un incremento notable en la intensidad de las señales de las 
subestructuras de tipo β-O-4’ (al igual que se había observado al aplicar el 
peróxido alcalino). La región aromática reveló un fuerte descenso en el 
contenido en grupos carbonilos conjugados en la lignina tras la extracción 
alcalina (13%) comparada con la lignina aislada tras el tratamiento lacasa-
mediador (65%). Igualmente, el contenido en estructuras de tipo mucónico 
fue semejante al de la lignina final. Sin embargo, el tratamiento alcalino 
tras lacasa-mediador no mejoró las propiedades de la pasta de la forma que 
lo hizo la etapa de peróxido (PoP). Aunque el índice kappa descendió hasta 
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5,4 (un valor semejante al obtenido tras PoP), la blancura sólo subió hasta 
73% ISO (un valor muy inferior al 91% ISO obtenido tras PoP). Este 
resultado indica que, aunque el tratamiento lacasa-mediador oxida la 
lignina residual de la pasta en forma tal que se obtiene un descenso del 
índice kappa mediante un simple tratamiento alcalino (que libera productos 
de degradación simples y poliméricos), en la pasta tratada restan grupos 
cromóforos que sólo son eliminados/modificados por el peróxido de 
hidrógeno.  
 
3.6 Comentarios finales 
 
Hemos estudiado los cambios que se producen en la estructura y 
composición de la lignina residual de la pasta de eucalipto a lo largo de una 
secuencia de blanqueo TCF con una etapa lacasa-mediador. La 
espectroscopía FTIR y la Py-GC/MS informan sobre la composición de la 
lignina, en términos de unidades S y G, así como sobre la existencia de 
grupos funcionales y estructuras oxidadas. Mediante espectroscopía 2D-
NMR, incluyendo experimentos HSQC, HMBC y HSQC-TOCSY, se han 
podido identificar las distintas subestructuras presentes en la lignina de la 
madera y de la pasta. Los diferentes experimentos de 2D-NMR 
proporcionaron informaciones complementarias y sólo han sido 
conjuntamente aplicados al análisis de la lignina en un número limitado de 
trabajos (Ralph et al., 1999). 
 Un esquema simplificado de la estructura de la lignina de eucalipto en la 
pasta final tras la secuencia TCF con una etapa lacasa-mediador 
(incluyendo los diferentes tipos de subestructuras detectadas por 2D-NMR) 
se muestra en la Fig. 9. Dicha lignina incluye una mayoría de enlaces β-O-
4’ y un cierto número de enlaces de tipo siringaresinol y fenilcumarano. 
Ninguna de las ligninas de eucalipto analizadas incluye enlaces β-1’, cuyo 
CH-β aparecería a δC/δH 50-55/3,1-3,2 ppm tal como se ha mostrado 
utilizando compuestos modelo (Capanema et al., 2001; Ralph et al., 2004) 
ni subestructuras de tipo dibenzodioxocina descritas primero en coníferas 
(Karhunen et al., 1995) y más tarde en algunas angiospermas incluyendo 
plantas anuales (Galkin et al., 1997; Ämmälahti et al., 1998). Tras el 
descubrimiento de estas subestructuras, se ha establecido que las 
subestructuras no cíclicas de tipo α-O-4’ son muy minoritarias en la lignina 
(Balakshin et al., 2003) aunque se han asignado en espectros 2D-NMR de 
varias ligninas naturales (y sintéticas) (Ralph et al., 1999). En las ligninas 
de eucalipto pudo detectarse un pequeño porcentaje de enlaces α-O-4’ a 
partir de la débil señal del correspondiente CH-α en la región alifática 
oxigenada del espectro HSQC de la lignina residual de la pasta final. A 
pesar de su baja abundancia, estas estructuras están incluidas en el modelo 
presentado en la Fig. 9 ya que constituyen uno de los puntos de 
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ramificación necesarios para que el polímero adquiera su estructura 
tridimensional característica. Otro punto de ramificación en el modelo 
simplificado son las subestructuras de tipo bifenilo que fueron detectadas 
en la región aromática de varios espectros HSQC de lignina residual de 
eucalipto.  
 
1
2
4 5
3
6
7
8
10
11
9
12
13
14
15
16
17
18
19
OH
O
O
O
O
O
O
O
O
OH
HO
O
O
O
OH
O
O
O
OH
O
OH
O
OH
O
O
OHHO
O
O HO O
O
O
O
O
O
HO
OH
O
O
O
OH
OH
O
O
OH OH
O
O
HO
OH
HO
O
O
HO
O
O
O
OH
OH
O
O
OH
HO
O
O
OH
HO
OH
O
O
OH
OH
O
O
O
OH
OHO
O
O
OH
O
O
O
O
 
 
Fig. 9. Modelo estructural simplificado de la lignina residual en la pasta 
kraft de E. globulus tras el blanqueo TCF incluyendo una etapa lacasa-
mediador, en la que se incluyen unidades S (1 y otras) y G (3 y otras), 
subestructuras β-O-4’ (1 y otras), bifenilo (3 y 14), fenilcumarano (10), α-
O-4’/β-O-4’ (12) y siringaresinol (17 y 18) y unidades terminales de tipo 
fenólico (1), acetosiringona (16) y muconato (19) detectadas mediante 2D-
NMR, Py-GC/MS y FTIR. Al tratarse de una simplificación los 
porcentajes de enlaces no reflejan las abundancias reales calculadas 
mediante 2D-NMR. 
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 En lo que concierne a la secuencia enzimática investigada, se puede 
concluir que el tratamiento lacasa-mediador produce una degradación 
oxidativa de las cadenas laterales de las unidades de lignina, atacando de 
forma preferencial las unidades de tipo S frente a las G. Esta degradación 
oxidativa afecta incluso a un cierto porcentaje de los núcleos aromáticos de 
la lignina cuya apertura da lugar a estructuras alifáticas insaturadas. La 
lignina alterada es eliminada durante la etapa de peróxido debido 
fundamentalmente a las condiciones alcalinas empleadas que dan lugar a 
rotura de algunos enlaces y solubilización de la lignina alterada junto con 
compuestos aromáticos de bajo peso molecular. Aunque el contenido de 
lignina en la pasta disminuye significativamente, es necesaria la acción 
final del peróxido de hidrógeno para conseguir que ésta adquiera la 
blancura requerida. 
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CAPÍTULO 8 
 
 
 
 
Compuestos derivados de la lignina como eficaces mediadores de 
la lacasa para la decoloración de diferentes tipos de colorantes 
recalcitrantes1
 
 
 
Resumen. Se seleccionaron diez fenoles como mediadores naturales de la 
lacasa tras un screening de 44 compuestos diferentes con un colorante 
recalcitrante (Reactive Black 5) como sustrato. Sus rendimientos fueron 
evaluados con diferentes relaciones mediador/colorante y tiempos de 
incubación (hasta 6 h) utilizando las lacasas de Pycnoporus cinnabarinus y 
Trametes villosa y se compararon con ocho mediadores sintéticos 
(incluyendo compuestos -NOH-). De los seis tipos de colorantes ensayados, 
sólo el Reactive Blue 38 (tipo ftalocianina) fue resistente al tratamiento 
lacasa-mediador bajo las condiciones empleadas. El Acid Blue 74 
(colorante indigoide), Reactive Blue 19 (colorante antraquinoide) y Aniline 
Blue (colorante de tipo tri-arilmetano) fueron parcialmente decolorados por 
las lacasas solas, aunque la decoloración fue mucho más rápida y eficiente 
con mediadores, mientras que el Reactive Black 5 (colorante diazo) y el 
Azure B (colorante heterocíclico) sólo pudieron ser decolorados en 
presencia de mediadores. La eficiencia de cada mediador natural dependió 
del tipo de colorante sobre el que actuaba pero, con la sola excepción del 
Azure B (decoloración <50%), en todos los casos se obtuvo una 
decoloración prácticamente completa (entre 80 y 100%). Con los mejores 
mediadores sintéticos se obtuvieron niveles similares de decoloración, pero 
las reacciones fueron significativamente más lentas. Entre los mejores 
mediadores se encontraban aldehídos, cetonas, ácidos y ésteres fenólicos 
derivados de las tres unidades de lignina, incluyendo el ácido p-cumárico, 
vainillina, acetovainillona, vainillato de metilo, y sobre todo, siringaldehído 
y acetosiringona. Los dos últimos compuestos son especialmente 
prometedores como mediadores respetuosos con el medioambiente (y 
potencialmente baratos) para aplicaciones industriales ya que 
proporcionaron los mayores niveles de decoloración en sólo 5 a 30 min, 
dependiendo del tipo de colorante tratado. 
                                                
1Camarero, S. Ibarra, D. Martínez, M.J. y Martínez, A.T. Lignin-derived 
compounds as efficient laccase mediators for decolorization of different types of 
recalcitrant dyes (2005). Appl. Environ. Microbiol. 71: 1775-1784. 
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1. INTRODUCCIÓN    
 
Las lacasas son oxidasas multicobre que catalizan la oxidación 
monovalente de fenoles sustituidos, anilinas y tioles aromáticos a sus 
correspondientes radicales con la consiguiente reducción del oxígeno 
molecular a agua. Las lacasas son producidas por plantas y hongos, 
incluidos los basidiomicetos de podredumbre blanca responsables de la 
degradación de lignina en la naturaleza (Thurston, 1994; Mayer y Staples, 
2002), aunque recientemente se han descrito y caracterizado algunas 
lacasas bacterianas (Enguita et al., 2002). Debido a la implicación de las 
lacasas en la degradación de la lignina fueron investigadas para 
aplicaciones en la industria de pasta y papel como sustituyentes de los 
reactivos clorados para el blanqueo de la pasta (Reid y Paice, 1994; Paice 
et al., 1995). 
La amplia especificidad de sustrato de las lacasas, junto con el hecho de 
utilizar oxígeno molecular como aceptor final de electrones (frente al 
peróxido de hidrógeno utilizado por las peróxidasas ligninolíticas), hacen a 
estas enzimas altamente interesantes para la industria de pasta y papel 
(Paice et al., 1995) así como otras aplicaciones industriales y 
mediambientales. Sin embargo, los bajos potenciales redox de las lacasas 
(0,5 a 0,8 V) comparados con los de las peroxidasas ligninolíticas (>1 V) 
sólo permite a las lacasas la degradación directa de compuestos fenólicos 
de bajo potencial redox y no la oxidación de muchos compuestos 
aromáticos recalcitrantes, incluyendo diferentes colorantes industriales (Xu 
et al., 1996). No obstante, investigaciones sobre la degradación de lignina 
por algunos hongos de podredumbre blanca que sólo producen lacasa 
mostraron el camino para un nuevo tipo de aplicaciones de las lacasas 
utilizando mediadores enzimáticos. 
La base del concepto lacasa-mediador es el uso de compuestos de bajo 
peso molecular que, una vez oxidados por la enzima a radicales estables, 
actúan como intermediarios redox, oxidando otros compuestos que en 
principio no son sustratos de la lacasa. Desde la descripción del primer 
mediador de la lacasa, el ácido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfónico) (ABTS) (Bourbonnais y Paice, 1990), al uso más reciente de los 
mediadores sintéticos de tipo -NOH-, como el 1-hidroxibenzotriazol 
(HBT), ácido violúrico (VIO) o N-hidroxiacetanilida (NHA), se ha 
realizado un gran número de estudios sobre los mecanismos de oxidación 
de sustratos no fenólicos (Bourbonnais et al., 1998; Xu et al., 2000; 
Baiocco et al., 2003), la búsqueda de nuevos mediadores (Bourbonnais et 
al., 1997; Fabbrini et al., 2002), y su empleo en el blanqueo de pastas (Call, 
1994; Poppius-Levlin et al., 1999; García et al., 2003). Más recientemente, 
se han investigado las aplicaciones del sistema lacasa-mediador en la 
degradación de xenobióticos aromáticos (incluyendo bifenilos policlorados, 
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fungicidas, colorantes industriales, hidrocarburos policíclicos y otros 
hidrocarburos aromáticos) (Johannes et al., 1998; Nyanhongo et al., 2002; 
Kang et al., 2002; Rodríguez et al., 2004; Keum y Li, 2004). No obstante, 
el sistema lacasa-mediador aún no ha sido aplicado a escala de fábrica 
debido al coste de los mediadores y a la escasez de estudios que garanticen 
la ausencia de efectos tóxicos de estos compuestos o sus derivados. 
El uso de mediadores naturales de la lacasa debería presentar ventajas 
medioambientales y económicas. Los compuestos implicados en la 
degradación natural de la lignina por hongos de podredumbre blanca 
pueden ser derivados de unidades oxidadas de la lignina o directamente del 
metabolismo fúngico (Martínez et al., 1994; Eggert et al., 1996; Johannes y 
Majcherczyk, 2000). Además de permitir la oxidación de compuestos que 
no son oxidados por las lacasas (e.g., unidades no fenólicas de lignina) los 
mediadores pueden difundir desde el micelio hasta sitios a los que la 
enzima tiene un difícil acceso (e.g., la macromolécula de lignina dentro de 
la pared vegetal).  
El propósito del presente estudio fue evaluar el potencial de varios 
compuestos existentes en la naturaleza (en gran parte fenólicos) para 
mediar las reacciones oxidativas catalizadas por la lacasa con objeto de 
identificar mediadores más baratos, eficaces y respetuosos con el medio 
ambiente para la decoloración de colorantes recalcitrantes y otras 
aplicaciones industriales y ambientales. Para evaluar la capacidad 
mediadora de estos compuestos, empleamos un test basado en la 
decoloración del Reactive Black 5, un colorante recalcitrante que no es 
oxidado por la lacasa sola (Claus et al., 2002). Una vez seleccionados, los 
nuevos mediadores naturales se ensayaron para la decoloración por la 
lacasa de diferentes tipos de colorantes industriales.  
 
 
2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1 Productos químicos 
 
Los compuestos indicados en la Fig. 1 así como los compuestos sintéticos 
HBT, VIO, promazina (PZ), ácido 2-nitroso-1-naftol-4-sulfónico (HNNS), 
ácido 1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfónico (NNDS) y el radical 2,2,6,6-tetra-
metilpiperidin-1-iloxi (TEMPO) fueron adquiridos a Sigma-Aldrich. El 
ABTS fue suministrado por Roche. El ácido 3-hidroxiantranílico (HAA), 
un metabolito de Pycnoporus cinnabarinus (Eggert et al., 1996), fue 
también obtenido de Sigma-Aldrich. 
Los colorantes Acid Blue 74, Aniline Blue, Reactive Blue 19, y Azure B 
fueron obtenidos de Sigma-Aldrich, mientras que el Reactive Black 5 y el 
Reactive Blue 38 fueron suministrados por Dye Star (Frankfurt, Alemania). 
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 La decoloración de los diferentes colorantes se siguió a sus máximos de 
absorción como se describe más abajo. 
 
2.2 Enzimas 
 
La lacasa de P. cinnabarinus fue producida por Beldem (Andenne, 
Bélgica) a partir de la cepa monocariotica hiperproductora ss3 obtenida de 
la cepa I-937 (Herpoël et al., 2000). La lacasa comercial de Trametes 
villosa (“Polyporus pinsitus”) fue suministrada por Novozymes 
(Dinamarca). Ambas preparaciones de lacasa se utilizaron para la 
decoloración de colorantes sin nuevas purificaciones. La actividad lacasa se 
determinó siguiendo la oxidación de ABTS 5 mM a su radical catiónico 
(ε436, 29300 M-1 cm-1) en tampón acetato 100 mM, pH 5. Una unidad de 
actividad enzimática se definió como la cantidad de enzima que liberaba 1 
µmol de producto por minuto. 
El pH óptimo para la oxidación de los sustratos (100 µM) por las lacasas 
se estimó utilizando los tampones citrato sódico 100 mM  (pH 3, 4, 5 y 6) y 
citrato-fosfato-borato (pH 2) 100 mM a 24ºC. Las actividades de la lacasa 
sobre los fenoles (50 µM) se estimaron espectrofotométricamente 
utilizando 100 mU de enzima/ml en tampón citrato sódico 50 mM, pH 5. 
Los rangos de oxidación se estimaron por descensos en la absorbancia del 
sustrato en los casos de la acetovainillona (ε304, 7100 M-1 cm-1), 
acetosiringona (ε320, 6000 M-1 cm-1), ácido p-cumárico (ε312, 11100 M-1 cm-
1), etilvainillina (ε312, 6466 M-1 cm-1), vainillina (ε308, 9200 M-1 cm-1), y 
siringaldehído (ε320, 8500 M-1 cm-1) o por incrementos en la absorbancia del 
producto en los casos del 2,4,6-trimetoxifenol (ε310, 5502 M-1 cm-1), 2,6-
dimetilfenol (ε300, 4717 M-1 cm-1), alcohol vainillílico (ε320, 2933 M-1 cm-1) 
y vainillato de metilo (ε322, 3217 M-1 cm-1). Las absorbancias molares de 
los sustratos se estimaron bajo las condiciones de reacción. Las 
absorbancias molares de los productos de reacción se obtuvieron tras la 
oxidación completa del sustrato con la lacasa.  
  Para la estimación de las constantes cinéticas sobre los fenoles se 
empleó la lacasa purificada de P. cinnabarinus. Los valores de Km y Vmax se 
obtuvieron como valores medios, con un límite de confianza del 95%. La 
purificación de la lacasa incluyó: i) eliminación del glicerol, presente en la 
preparación suministrada por Beldem, mediante centrifugación a 13000 
rpm (rotor Sorval SS-34) durante 9 h a 4ºC; ii) diálisis y concentración por 
ultrafiltración (columnas de 3 kDa de tamaño de poro, Amicon) con 
tampón acetato sódico 25 mM, pH 5; iii) cromatografía en Q-Resource en 
el mismo tampón con un gradiente lineal de NaCl (0 a 0,5 M en 6 min) con 
un flujo de 6 ml/min; y iv) paso final de diálisis frente a tampón citrato 
sódico 100 mM, pH 5, previo conservación a -80°C. 
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2.3 Screening de mediadores 
 
El screening para los mediadores naturales se basó en la decoloración del 
Reactive Black 5 (monitorizada a 598 nm) por la lacasa de P. cinnabarinus 
en presencia de cada uno de los compuestos. Los compuestos mencionados 
en la Fig. 1 se investigaron como nuevos mediadores. Para este propósito, 
se incubaron 100 mU/ml de la lacasa, 50 µM de Reactive Black 5 y dos 
concentraciones de los mediadores potenciales (50 y 500 µM) en el tampón 
descrito anteriormente a pH 5 durante 2 y 6 h a 24ºC en cubetas de plástico 
de 1 ml. 
 
2.4 Concentración de mediador y pH  
 
Se  estudió el efecto de la concentración del mediador y el tiempo de 
reacción utilizando 25 µM de Reactive Black 5 en presencia de 0,1, 1, 10, 
25, 50, 100, 250 y 500 µM de mediador para diferentes tiempos (de 10 min 
a 6 h) con 100 mU/ml de la lacasa de P. cinnabarinus en el tampón descrito 
anteriormente a 24ºC en cubetas de 1 ml.  
El efecto del pH en la decoloración del colorante se estudió tratando 25 
µM de Reactive Black 5 con 100 mU/ml de la lacasa de P. cinnabarinus en 
presencia de una concentración 100 µM de mediador (acetosiringona o 
siringaldehído) en el tampón descrito anteriormente (pH 3, 4, 5 y 6) a 24ºC 
en cubetas de 1 ml con agitación de160 rpm.  
 
2.5 Decoloración de diferentes tipos de colorantes 
 
Los ensayos de decoloración de Azure B, Reactive Blue 19, Acid Blue 74, 
Reactive Blue 38 y Aniline Blue 25 µM se llevaron a cabo con 100 mU de 
de las lacasas de P. cinnabarinus y T. villosa y concentraciones 25, 50 y 
100 µM de mediador en el tampón descrito anteriormente (pH 5) durante 6 
h con agitación (160 rpm) en cubetas de 1 ml a 24ºC. Los descensos en los 
máximos de absorbancia  característicos del Azure B (647 nm), Reactive 
Blue 19 (592 nm), Acid Blue 74 (608 nm), Reactive Blue 38 (620 nm) y 
Aniline Blue (592 nm) se midieron tras diferentes tiempos de incubación. 
Diez compuestos naturales seleccionados de los screening previos, HAA, y 
los siete compuestos sintéticos listados anteriormente se utilizaron como 
mediadores en estos experimentos. Se obtuvieron espectros de absorción 
entre 275 y 800 nm durante la decoloración con los mediadores 
seleccionados utilizando de un espectrofotómetro con detector de diodos.   
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3. RESULTADOS 
 
3.1 Screening de mediadores y condiciones de decoloración  
 
Entre los 44 compuestos ensayados como mediadores de la lacasa 
(alcoholes, aldehídos, cetonas, ácidos y ésteres fenólicos y algunas aminas), 
22 contribuyeron a la decoloración del Reactive Black 5 por la lacasa de P. 
cinnabarinus utilizando las mismas concentraciones de mediador y 
colorante (Fig. 1). Los 10 fenoles mostrados en la Fig. 2a – j produjeron 
niveles de decoloración entre el 10 y el 80% y fueron seleccionados para 
estudios adicionales con diferentes tipos de colorantes. En la Tabla 1 se 
muestran las actividades de la lacasa sobre estos compuestos a las 
concentraciones en que son utilizados como mediadores. Entre ellos, la 
acetosiringona y siringaldehído proporcionaron los mayores niveles de 
decoloración. Se calcularon las constantes cinéticas de la lacasa de P. 
cinnabarinus (purificada con un rendimiento final del 39%) para el 
siringaldehído (Km, 116 ± 3 µM; Vmax, 244 ± 0 U/mg), acetosiringona (Km, 
1,404 ± 407 µM; Vmax, 244 ± 38 U/mg), vainillina (Km, 143 ± 15 µM; Vmax, 
2 ± 0 U/mg), acetovainillona (Km, 102 ± 18 µM; Vmax, 2 ± 0 U/mg) y ácido 
p-cumárico (Km, 301 ± 63 µM; Vmax, 201 ± 33 U/mg). El pH óptimo para la 
oxidación de la acetosiringona y siringaldehído por la lacasa fue alrededor 
de 3 (Fig. 3). Por el contrario, la mayor (y más rápida) decoloración del 
Reactive Black 5 con estos dos mediadores se obtuvo a pH 5. Por lo tanto, 
los siguientes ensayos de decoloración se llevaron a pH 5. 
En la Fig. 4 se muestra la influencia de las concentraciones de los 
mediadores naturales sobre la decoloración del Reactive Black 5 (tras 2 h 
de tratamiento). La lacasa en presencia de acetosiringona y siringaldehído 
produjo el mayor nivel de decoloración más (>80%) utilizando una relación 
mediador/colorante de sólo 2:1. Por el contrario, el nivel de decoloración 
con ácido p-cumárico fue directamente proporcional a la concentración del 
mediador. Las reacciones con los mediadores sintéticos HBT y VIO (datos 
no mostrados) requirieron concentraciones mucho más elevadas que las de 
acetosiringona y siringaldehído (por encima de 250 µM) para obtener 
niveles de decoloración similares.  
 
3.2 Decoloración de diferentes tipos de colorantes 
 
Los 10 mediadores naturales descritos anteriormente se evaluaron para la 
oxidación de seis colorantes con diferentes estructuras químicas (Fig. 5). 
Se utilizaron tres concentraciones de mediador y las lacasas de P. 
cinnabarinus y T. villosa durante 6 h de tratamiento, aunque las diferencias 
más significantes se observaron durante las primeras 2 h. Los resultados se 
compararon con los obtenidos con HAA y los siete mediadores sintéticos, 
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i.e., los dos mencionados anteriormente y ABTS, PZ, HNNS, NNDS y 
TEMPO (Fig. 2k a r).  
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Fig. 1. Screenig de mediadores de origen natural basado en la 
decoloración del Reactive Black 5 (50 µM) tras un tratamiento 
de  2 h con lacasa de P. cinnabarinus en presencia de 44 
compuestos fenólicos (50 µM) seguida a 598 nm. No se obtuvo 
decoloración con los siguientes 18 compuestos (incluso con una 
concentración de 500 µM): ácido 4-aminobenzoico, 4-
aminofenol, catecol, ácido 3,5-diaminobenzoico, ácido ferúlico, 
histidina, alcohol homovainillílico, hidroxilamina, 4-
hidroxiacetofenona, 1,4-hidroquinona, 2-metoxihidroquinona, 4-
metoxifenol, ácido 4-(metilamino)benzoico, 2-metil-1,4-
hidroquinona, 4-hidroxibenzoato de metilo, fenilalanina, ácido 
protocatecúico y vainillilacetona. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 167
Capítulo 8                                                                                                  
 
 
 
Fig. 2. Estructuras químicas de los 10 compuestos fenólicos (a-j) 
seleccionados en el screening de mediadores (Fig. 1) y de 7 mediadores 
sintéticos y HAA (k-r): (a) Acetosiringona; (b) siringaldehído; (c) 2,6-
dimetilfenol; (d) 2,4,6-trimetoxifenol; (e) etilvainillina; (f) acetovainillona; 
(g) vainillina; (h) alcohol vainillílico; (i) vainillato de metilo; (j) ácido p-
cumárico; (k) ABTS; (l) HBT; (m) VIO; (n) TEMPO; (o) HNNS; (p) 
NNDS; (q) PZ y (r) HAA. 
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Tabla 1. Actividad de la lacasa de P. cinnabarinus 
sobre los 10 fenoles seleccionados, relativa a la 
actividad sobre ABTS (concentración 50 µM). 
Sustrato Actividad (%)  
ABTS 100 
Acetosiringona 21 
Acetovainillona 2 
Ácido p-cumárico 5 
2,6-Dimetilfenol 1 
Etilvainillina 1 
Vainillato de metilo 2 
Siringaldehído 30 
2,4,6-Trimetoxifenol 13 
Vainillina 1 
Alcohol vainillílico 18 
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Fig. 3. Efecto del pH en la oxidación del mediador (100 
µM) (líneas continuas) y decoloración inicial (5 min) del 
Reactive Black 5 (25 µM) (líneas discontinuas) por la 
lacasa de P. cinnabarinus seguida a 598 nm. 
Mediadores: acetosiringona (■) y siringaldehído (▲). 
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Fig. 4. Efecto de la concentración de mediador en la 
decoloración del colorante (%) por la lacasa de P. 
cinnabarinus (2 h de tratamiento de Reactive Black 5 25 
µM seguida a 598 nm). Mediadores: acetosiringona (■), 
siringaldehído (▲), 2,4,6-trimetoxifenol (+); vainillina (●) 
y ácido p-cumárico (♦).
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 3.2.1 Reactive Black 5. El colorante de tipo diazo Reactive Black 5 (Fig. 
5A) había sido utilizado previamente para el screening y optimización de 
las condiciones de tratamiento. En la Fig. 6A se muestra su decoloración 
por la lacasa y los mediadores naturales (50 µM) como una función del 
tiempo. Con acetosiringona y siringaldehído no sólo se produjeron los 
mayores niveles de decoloración sino que también la decoloración del 
colorante fue extremadamente rápida (decoloración >80% en 5 min). Por el 
contrario, los mediadores sintéticos más efectivos, NNDS y HNNS, 
requirieron 4 h para alcanzar un 70-80% de decoloración y con HBT y VIO 
sólo se llegó a un 50-60% de decoloración tras 6 h (Fig. 6B). Entre los 
mediadores naturales, el 2,4,6-trimetoxifenol y la vainillina también 
requirieron varias horas para alcanzar un 70 y 50% de decoloración 
respectivamente. 
3.2.2 Azure B. La decoloración del Azure B, un colorante heterocíclico 
(Fig. 5B) el cual, como el Reactive Black 5, no es oxidado por la lacasa 
sola, se muestra en la Fig. 6C y D. En presencia de mediadores, el Azure B 
se decoloró en menor grado que el Reactive Black 5. Los mediadores más 
efectivos fueron la acetosiringona y el ácido p-cumárico, obteniéndose con 
ambos una decoloración del 40% utilizando 100 µM de mediador, aunque 
con acetosiringona la decoloración ocurrió de forma significativamente 
más rápida (15 min). Con el siringaldehído se obtuvo una eliminación del 
color inferior al 10%, mientras con HAA se produjo una decoloración 
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alrededor de un 25%. Cuando la concentración del mediador se incrementó 
por encima de 100 µM, se observó un aumento de la decoloración 
(aproximadamente un 60% en 2 h) con ácido p-cumárico (datos no 
mostrados), efecto que no se produjo en la decoloración con acetosiringona 
ni siringaldehído (como también se encontró para la decoloración del 
Reactive Black 5). HNNS y NNDS fueron los mediadores sintéticos más 
efectivos, aunque produjeron una menor decoloración del Azure B que los 
mediadores naturales más efectivos.  
 
 
 
Fig. 5. Estructura química de los diferentes colorantes ensayados. (A) Reactive 
Black 5 (tipo diazo); (B) Azure B (heterocíclico); (C) Reactive Blue 19 
(antraquinoide); (D) Analine Blue (tipo triarilmetano); (E) Acid Blue 74 
(indigoide) y (F) Reactive Blue 38 (tipo ftalocianina). 
 3.2.3 Reactive Blue 19. El colorante antraquinoide Reactive Blue 19 
(Fig. 5C) se decoloró un 90% con la lacasa sola en 6 h, observándose más 
fácilmente el efecto de los diferentes mediadores tras tiempos cortos de 
reacción (Fig. 7A y B). Acetosiringona y siringaldehído aceleraron 
fuertemente la decoloración durante los primeros minutos de reacción (un 
incremento de casi 20 veces con siringaldehído 25 µM tras 5 min). El ácido 
p-cumárico también mejoró la decoloración durante los primeros 15 min. 
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Entre los mediadores sintéticos, HNNS y NNDS produjeron una 
decoloración superior al 80% en 30 min, mientras que el HBT y el VIO no 
mejoraron la decoloración del Reactive Blue 19 tras el mismo tiempo de 
reacción. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.4 Aniline Blue. El colorante de tipo triarilmetano Aniline Blue (Fig. 
5D) se decoloró hasta un 35% por la lacasa sola en 6 h, siendo este nivel 
notablemente incrementado por los mediadores naturales (Fig. 7C y D). 
Con acetosiringona y siringaldehído se alcanzó hasta un 80% de 
decoloración en los primeros 5 min. De hecho, la mayoría de los 
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Fig. 6. Decoloración del Reactive Black 5 (A y B) y Azure B (C y D) (25 µM) 
por la lacasa de P. cinnabarinus, seguida a 598 nm y 647 nm respectivamente 
en presencia, de mediadores naturales (izquierda) y mediadores sintéticos 
(derecha) (50 µM en los casos A y B; 100 µM en los casos C y D). Mediadores 
naturales: acetosiringona (■), siringaldehído (▲), 2,6-dimetilfenol (○), 2,4,6-
trimetoxifenol (+), etilvainillina (∆), acetovainillona (□), vainillina (●), alcohol 
vainillilico (◊), vainillato de metilo (x), ácido p-cumárico (♦), HAA  (ж). 
Mediadores sintéticos: HNNS (♦), NNDS (●), PZ (ж), HBT (■), VIO (▲), 
ABTS (◊) y TEMPO (○). Sin mediador, líneas discontinuas. 
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mediadores naturales ensayados incrementaron fuertemente la decoloración 
del Aniline Blue por la lacasa (hasta un 70% de decoloración con vainillina, 
acetovainillona, etilvainillina, y vainillato de metilo), excepto para el ácido 
p-cumárico y el alcohol vainillílico. Los mediadores sintéticos también 
produjeron niveles de decoloración adecuados, excepto el ABTS, el cual no 
medió la reacción. PZ, NNDS y HNNS fueron los mediadores sintéticos 
más eficientes.  
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Fig. 7. Decoloración de Reactive Blue 19 (A y B) y Aniline Blue (C y D) (25 
µM) por la lacasa de P. cinnabarinus en presencia de mediadores naturales 
(izquierda) y mediadores sintéticos (derecha) (25 µM en los casos A y B; 100 
µM en los casos C y D) seguida a 592 nm. Mediadores naturales: acetosiringona 
(■), siringaldehído (▲), 2,6-dimetilfenol (○), 2,4,6-trimetoxifenol (+), 
etilvainillina (∆), acetovainillona (□), vainillina (●), alcohol vainillilico (◊), 
vainillato de metilo (x), ácido p-cumárico (♦), HAA (-). Mediadores sintéticos: 
HNNS (♦), NNDS (●), PZ (ж), HBT (■), VIO (▲), ABTS (◊) y TEMPO (○). 
Sin mediador, líneas discontinuas.  
 3.2.5 Acid Blue 74. El colorante indigoide Acid Blue 74 (Fig. 5E) se 
decoloró un 50% por la lacasa sola en 6 h, pero la presencia de algunos de 
los mediadores naturales ensayados incrementó este nivel hasta el 100% 
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con la concentración más baja y en menos de 1 h (excepto para el 2,6-
dimetilfenol y el alcohol vainillílico, que requirieron de 2 a 4 h). En la Fig. 
8 se muestran los niveles de decoloración tras 30 min. Se obtuvo una 
completa decoloración durante los primeros 5 min con acetosiringona y 
siringaldehído. En general, los mediadores sintéticos fueron menos 
eficaces. De entre ellos, PZ fue el más rápido y eficaz, seguido por HNNS 
y NNDS, produciendo una decoloración del 100% tras 1 h. Por el contrario, 
el ABTS no produjo ninguna decoloración.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.6 React
38 (Fig. 5F) 
mediadores na
Los resultad
uno de los m
 Vainillato de metilo
VIO
TEMPO
PZ
NNDS
HNNS
HBT
ABTS
HAA
Alcohol vainillílico
Vainillina
Trimetoxifenol
Siringaldehído
Etilvainillina
Dimetilfenol
Ácido p-cumárico
Acetovainillona
Acetosiringona
Sin mediador
Decoloración (%)
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
 
 
Fig. 8. Decoloración del Acid Blue 74 (25 µM) tras 5 
min de reacción con lacasa y mediadores (25 µM) 
seguida a 608 nm. Las barras representan los 
porcentajes de decoloración obtenidos por la lacasa de 
P. cinnabarinus en presencia de mediadores sintéticos 
(barras blancas) y naturales (barras negras) y en 
ausencia de mediadores (barra rayada). ive Blue 38. El colorante de tipo ftalocianina Reactive Blue 
no fue oxidado por la lacasa sola o en presencia de los 
turales o sintéticos ensayados.  
os anteriores pusieron de manifiesto que la acetosiringona es 
ediadores naturales más eficaces en la decoloración de los 
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cinco colorantes ensayados por la lacasa. En la Tabla 2 se muestran los 
niveles de decoloración obtenidos con las dos lacasas ensayadas utilizando 
diferentes relaciones molares acetosiringona/colorante y tiempos de 
tratamiento. Los espectros UV-visible del Reactive Black 5 y Acid Blue 74 
y los cambios producidos durante la rápida decoloración (barridos cada 5 s) 
con la lacasa de P. cinnabarinus y acetosiringona se muestran en la Fig. 9A 
y B, al contrario de la lenta decoloración (barridos cada 10 min) en 
presencia de vainillina (Fig. 9C y D). 
 
Tabla 2. Decoloración de cinco colorantes tras diferentes tiempos de tratamiento 
con las lacasas de P. cinnabarinus y T. villosa utilizando diferentes relaciones 
molares acetosiringona/colorante*. 
                                Decoloración  (%) con la relación acetosiringona/colorante indicada
       Lacasa de P. cinnabarinus Lacasa de T. villosa 
Colorante 
y tiempo 
de tratamiento 
 0 1 2  4 0 1 2 4 
Azure B: 
5 min 0 14 23 29 0 17 24 34 
30 min 0 18 28 39 0 20 30 41 
2 h 0 16 26 33 0 17 26 36 
Reactive Black 5: 
5 min 0 84 85 84 0 84 85 84 
30 min 0 86 86 85 0 85 85 84 
2 h 0 87 86 85 0 87 87 84 
Acid Blue 74: 
5 min 2 100 100 100 3 100 100 100 
30 min 7 100 100 100 8 100 100 100 
2 h 25 100 100 100 24 100 100 100 
Reactive Blue 19: 
5 min 17 67 64 57 21 64 61 57 
30 min 44 68 64 50 53 66 60 50 
2 h 78 69 63 47 83 67 59 47 
Aniline Blue: 
5 min 2 43 66 77 3 40 63 78 
30 min 3 47 68 81 5 43 66 81 
2 h 10 53 72 82 13 49 69 82 
* La decoloración se midió las longitudes de onda correspondientes a los máximos de 
absorción de cada colorante: Azure B (647 nm), Reactive Black 5 (598 nm), Reactive 
Blue 19 (592 nm) y Aniline Blue (592 nm). 
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Fig. 9. Cambios en los espectros de absorción (de 275 a 800 nm) de dos 
colorantes (25 µM) durante la decoloración con la lacasa de P. cinnabarinus 
(100 mU/ml) en presencia de acetosiringona (25 µM) o vainillina (25 µM) 
(las reacciones se llevaron a cabo a 24ºC y pH 5). (A) Decoloración del 
Reactive Black 5 con acetosiringona (los espectros se recogieron cada 5 s 
durante un tiempo total de 5 min). (B) Decoloración del Acid Blue 74 con 
acetosiringona (los espectros se recogieron cada 5 s durante un tiempo total 
de 1 min). (C) Decoloración del Reactive Black 5 con vainillina (los espectros 
se recogieron cada 5 min durante un tiempo total de 12 h). (D) Decoloración 
del Acid Blue 74 con vainillina (los espectros se recogieron cada 10 min 
durante un tiempo total de 90 min). 
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4. DISCUSIÓN  
 
4.1 Screening de mediadores naturales  
 
El Reactive Black 5 no es oxidado por las lacasas de P. cinnabarinus y T. 
villosa, a pesar de que ambas son lacasas de alto potencial redox (Li et al., 
1999; Sigoillot et al., 2003). Esto es probablemente debido al alto potencial 
redox de este colorante, que no es oxidado por oxidantes químicos como el 
Mn3+ (Heinfling et al., 1998) pero impedimentos estéricos pueden también 
reducir la accesibilidad de los grupos -OH y -NH2 a las lacasas. Sólo 
colorantes de tipo diazo sustituidos con un metilo o metoxilo en posición 
orto son oxidados por las lacasas (Chivukula y Renganathan, 1995). Sin 
embargo, la decoloración del Reactive Black 5 por la lacasa es posible en 
presencia de mediadores redox (Claus et al., 2002). Esta reacción se usó 
como un test para evaluar las capacidades mediadoras de los fenoles, 
aminas y otros compuestos de origen natural en estudio. Los 10 mediadores 
seleccionados de entre los 44 compuestos ensayados incluyeron fenoles 
derivados de las unidades siringilo (S), guayacilo (G) y p-hidroxifenilo (H) 
de la lignina, caracterizadas respectivamente por la presencia de dos, uno o 
ningún sustituyente metoxilo (en posiciones orto con respecto al hidroxilo 
fenólico) (Higuchi, 1997) tales como siringaldehído, acetosiringona, 
vainillina, acetovainillona, vainillato de metilo y ácido p-cumárico. 
Recientemente, algunos fenoles, incluyendo siringaldehído y 
acetosiringona, habían sido descritos como mediadores de la lacasa para la 
decoloración del indigo (Campos et al., 2001), la transformación de un 
fungicida (Kang et al., 2002) o la degradación de hidrocarburos (Johannes 
y Majcherczyk, 2000). Sin embargo, el presente estudio proporciona el 
primer screening exhaustivo de mediadores naturales para la lacasa, los 
cuales se compararon con mediadores sintéticos con respecto a su 
capacidad de decolorar diferentes tipos de colorantes. Además, las 
capacidades de los fenoles naturales para actuar como mediadores de la 
lacasa se demostraron empleando relaciones molares mediador/sustrato de 
1 a 4, que son mucho más bajas que las empleadas en los estudios 
mencionados anteriores (relaciones de 1 a 19-40) (Johannes y 
Majcherczyk, 2000; Kang et al., 2002). La posibilidad de obtener 
mediadores de fuentes naturales (lignina) y las bajas relaciones 
mediador/sustrato empleadas incrementan fuertemente la viabilidad del 
sistema lacasa-mediador para aplicaciones industriales o medioambientales. 
De hecho, el siringaldehído y la acetosiringona se encuentran entre los 
principales productos de degradación biológica/enzimática y 
despolimerización química (alcalina) de ligninas ricas en unidades S (Kirk 
y Farrell, 1987; Dean, 1997), como las ligninas de eucalipto y algunas 
plantas no madereras (del Río et al., 2001; Gutiérrez et al., 2004). 
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4.2 Decoloración enzimática de los colorantes 
 
La lacasa de P. cinnabarinus (Sigoillot et al., 1999; Lomascolo et al., 
2003) ha sido investigada para el blanqueo de pasta de papel (Sigoillot et 
al., 2003; Camarero et al., 2004), pero en este estudio se muestra su 
eficacia para la decoloración de colorantes. No se observaron diferencias 
significativas con la lacasa de T. villosa (Yaver et al., 1996) en presencia 
de los mismos mediadores. Esto muestra que una vez que una enzima posee 
un potencial redox suficientemente alto para oxidar el mediador (las dos 
lacasas usadas aquí exceden los 0,7 V) (Li et al., 1999; Sigoillot et al., 
2003), la eficiencia del sistema lacasa-mediador depende principalmente 
del mediador empleado. Excepto para el colorante de tipo ftalocianina 
Reactive Blue 38, todos los colorantes ensayados pudieron ser decolorados 
utilizando lacasas y mediadores. La eficiencia de la decoloración se 
confirmó por espectroscopía UV-visible mostrando un descenso general en 
la absorción del colorante (en la región de 275 a 800 nm) durante los 
tratamientos lacasa-mediador. La decoloración del Reactive Blue 38 por 
peroxidasas ligninolíticas había sido descrita previamente (Heinfling et al., 
1998). Los colorantes antraquinoide (Reactive Blue 19), indigoide (Acid 
Blue 74) y de tipo triarilmetano (Aniline Blue) ensayados pueden ser 
decolorados directamente por las lacasas de P. cinnabarinus y T. villosa. 
Sin embargo, la presencia de mediadores fenólicos acelera fuertemente la 
reacción e incrementa los niveles de decoloración obtenidos. El más 
recalcitrante fue el colorante heterocíclico (Azure B), el cual es utilizado 
para detectar actividad lignina peroxidasa ya que no es oxidado por la 
lacasa o la manganeso peroxidasa solas, pero fue parcialmente decolorado 
en presencia de mediadores (Archibald, 1992). El colorante diazo Reactive 
Black 5 fue oxidado por la lacasa sólo en presencia de mediadores 
obteniéndose elevados niveles de decoloración. La mayoría de los 
mediadores fenólicos ensayados aquí fueron mucho más efectivos que el 
HAA, un metabolito de P. cinnabarinus que se describió como un 
mediador natural de la lacasa (Eggert et al., 1996), aunque estudios más 
recientes han mostrado que no juega un papel en la biodegradación de 
lignina como se sugirió inicialmente (Li et al., 2001). Por otro lado, los 
mediadores naturales más eficaces, como el siringaldehído y 
acetosiringona, fueron siempre más rápidos en la decoloración de  
colorantes (se requirieron sólo de 5 a 30 min) que los mediadores 
sintéticos, incluyendo los mejores mediadores conocidos como el HBT y 
VIO así como el HNNS y el NNDS (que proporcionaron los mejores 
resultados de decoloración entre los mediadores sintéticos).  
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4.3 Oxidación de los mediadores naturales por la lacasa 
 
El paso limitante en la oxidación de fenoles por la lacasa es la transferencia 
del primer electrón desde el sustrato al cobre T1, una reacción que está 
gobernada principalmente por las diferencias entre el potencial redox del 
fenol y la enzima (Xu, 1996). El efecto donador de electrones de los 
sustituyentes metoxilo en el anillo bencénico aumenta la actividad de la 
lacasa debido al descenso del potencial redox. En este sentido, 
acetosiringona y siringaldehído (dos compuestos de tipo S) se oxidaron 
rápidamente por la lacasa (valores de Vmax 50 a 100 veces más altos que los 
fenoles de tipo G acetovanillona y vainillina) y fueron al mismo tiempo los 
mediadores enzimáticos mas rápidos y eficaces. Sin embargo, ni el siringol 
ni el ácido siríngico, otros dos fenoles de tipo S, fueron tan eficientes como 
la correspondiente cetona y aldehído. Esto fue debido a otros factores que 
influyen en el nivel de oxidación por la lacasa, especialmente el pKa ya que 
la oxidación del fenol a radical fenoxilo está favorecida por la presencia de 
la forma fenolato (d'Acunzo y Galli, 2003). En este sentido, el 
siringaldehído y la acetosiringona poseen valores de pKa (7,34 y 7,88, 
respectivamente) más bajos que el ácido siríngico (9,49 para el fenolato) y 
siringol (9,98), lo cual probablemente promueve una oxidación más rápida 
(Ragnar et al., 2000).  
 
4.4. Oxidación de los colorantes por los radicales fenoxilo 
 
La especificidad de los mediadores hacia diferentes grupos funcionales 
también debe ser tenida en cuenta en las reacciones lacasa-mediador. Por 
ejemplo, el sistema lacasa-ABTS no es reactivo sobre éteres bencílicos o 
alquilbencenos, pero es efectivo sobre alcoholes bencílicos (Baiocco et al., 
2003; Cantarella G. et al., 2003) y el HBT y VIO oxidados también 
parecen ser más activos sobre algunos grupos específicos (Soares et al., 
2002; Baiocco et al., 2003). En el presente estudio obtuvimos diferentes 
niveles de decoloración en función del tipo de colorante y mediador 
utilizado. De este modo el ácido p-cumárico medió eficientemente la 
decoloración del Azure B, pero fue incapaz de decolorar el Aniline Blue. 
Por el contrario, el siringaldehído no fue muy efectivo sobre el Azure B, 
pero fue altamente eficaz sobre los otros colorantes. Finalmente, la 
acetosiringona resultó ser altamente competitiva para mediar la oxidación 
de todos los colorantes ensayados. Recientemente, se han propuesto dos 
mecanismos diferentes para la oxidación de compuestos no fenólicos por 
los sistemas lacasa-mediador: (i) reacción de transferencia electrónica para 
mediadores como el ABTS (que da lugar al radical catiónico) y (ii) 
reacción de transferencia de un átomo de H para mediadores del tipo -
NOH- (dando lugar a un radical libre neutro) (Baiocco et al., 2003). Es 
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muy probable que los radicales fenoxilo formados durante la oxidación de 
los mediadores naturales por la lacasa actúen de forma similar a los 
radicales -NO●- procedentes de los compuestos -NOH-, es decir, 
abstrayendo un átomo de hidrógeno del sustrato (d'Acunzo y Galli, 2003). 
Por lo tanto, la energía de disociación del correspondiente enlace debería 
gobernar su reacción con los mediadores de la lacasa. 
La viabilidad de los sistemas lacasa-mediador depende de la 
reversibilidad redox de la reacción del radical con el sustrato así como del 
balance entre estabilidad y reactividad del radical del mediador el cual, 
además, no debería inhibir la actividad enzimática. Estas dos condiciones 
se han confirmado con la acetosiringona, ya que estudios de voltametría y 
resonancia paramagnética electrónica han mostrado la auténtica 
reversibilidad de la reacción con el sustrato (Fernández-Sánchez et al., 
2002) y la larga vida media de sus radicales fenoxilo (Marzullo et al., 
1995). Por el contrario, el radical de tipo -NO●- del HBT inactiva la lacasa 
y, debido a su alta reactividad, se descompone  rápidamente a benzotriazol 
y otros compuestos inactivos (Li et al., 1998). Como ya se ha mencionado 
anteriormente, el siringaldehído y la acetosiringona son mas fácilmente 
oxidados por la lacasa que la vainillina y la acetovainillona debido a su 
potencial redox más bajo (sus valores de pKa son muy similares). Estos dos 
fenoles de tipo S también forman radicales más estables debido a la 
presencia de dos grupos metoxilo en el anillo aromático que evita la 
formación de estructuras de tipo bifenilo por condensación de los radicales, 
como ocurre tras la oxidación por la lacasa de los fenoles de tipo G. La 
mayor estabilidad de los radicales fenoxilo de la acetosiringona (y también 
del siringaldehído) en medios acuosos ligeramente ácidos (Caldwell y 
Steelink, 1969) explica porqué la decoloración del colorante en presencia 
de estos mediadores fue mejor a pH 5, a pesar de que la oxidación óptima 
por la enzima es a pH 3. 
 
4.5. Conclusión 
 
Tras realizar un amplio screening de mediadores naturales y una 
evaluación de las características de los mediadores elegidos sobre 
diferentes tipos de colorantes (usando bajas concentraciones de mediador), 
concluimos que varios fenoles derivados de la lignina (como siringaldehído 
y acetosiringona) representan alternativas respetuosas con el medio 
ambiente a los mediadores sintéticos (incluyendo los de tipo -NOH-) para 
la degradación por la lacasa de diferentes tipos de colorantes y otros 
compuestos recalcitrantes en términos de eficiencia y velocidad de 
oxidación. 
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CONCLUSIONES 
 
 
1. Las ligninas residuales de pastas kraft de eucalipto pueden ser aisladas 
satisfactoriamente y con alta pureza mediante hidrólisis con celulasas 
seguida de una purificación combinada utilizando proteasa y dos solventes 
de lignina (DMAC y NaOH 0,5 M). El proceso fue optimizado mediante un 
seguimiento de la composición de las diferentes fracciones utilizando FTIR 
y Py-GC/MS, y la pureza de las preparaciones finales fue confirmada 
mediante 2D-NMR. 
 
2. La lignina de madera de eucalipto (MWL) y las ligninas residuales de las 
pastas muestran un predominio de unidades S y subestructuras β-O-4’. Las 
ligninas residuales tienen una composición más similar a la MWL que a la 
lignina kraft, que presenta una relación S/G muy elevada, un alto contenido 
fenólico (estimado tras acetilación) y un predominio de subestructuras de 
tipo siringaresinol (analizadas mediante HSQC-NMR). Esto indica que la 
lignina modificada durante la cocción es liberada e incorporada a las lejías 
negras, mientras que la lignina residual en la pasta permanece escasamente 
alterada. 
 
3. Durante el blanqueo TCF se produce una modificación oxidativa de la 
lignina residual, que se traduce en un aumento de carbonilos (asignados a 
estructuras terminales de tipo muconato y acetosiringona en experimentos 
HSQC y HMBC) y eliminación de subestructuras de tipo siringaresinol 
dando lugar a un fuerte predominio de las subestructuras β-O-4’ (casi 90% 
del total). 
 
4. Las alcaliligninas de cáñamo y lino analizadas mediante Py-GC/MS y 
FTIR presentan un predominio de unidades G frente a unidades S, mientras 
que en las de yute, sisal y abacá ocurre lo contrario, siendo su composición 
más semejante a la lignina de eucalipto. En la lignina de abacá existe una 
cantidad significativa del ácido p-cumárico. Éste se encuentra asociado a la 
lignina a través de enlaces éster, mientras que el ácido ferúlico está 
predominantemente enlazado por enlaces éter. Esta planta contiene además 
gran cantidad de ácido p-cumárico no unido a la lignina, como se muestra 
por termoquimiolisis de las fibras. 
 
5. Para el blanqueo TCF de pasta kraft se seleccionó una lacasa de 
Pycnoporus cinnabarinus con alta estabilidad térmica y su capacidad para 
oxidar el HBT. La eficiencia del sistema lacasa-HBT deslignificando (y 
blanqueando) la pasta de eucalipto se demostró sobre pasta cruda y 
deslignificada con oxígeno, aunque en esta última los efectos fueron menos 
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marcados. Las mejoras más significativas de las propiedades de la pasta 
tienen lugar durante las dos primeras horas del tratamiento y la temperatura 
del mismo puede incrementarse hasta 65ºC sin que se inactive el sistema 
enzimático. 
 
6. El tratamiento lacasa-HBT se escaló a reactores de laboratorio 
presurizados y se investigaron diferentes posiciones para incorporar la 
etapa enzimática dentro de una secuencia de tipo industrial para el 
blanqueo TCF de pasta kraft de eucalipto. Las mejores propiedades finales 
de la pasta se obtienen utilizando una secuencia O-O-L-Q-PoP, en la que la 
etapa lacasa-mediador se incluye entre el doble oxígeno y quelato. Esta 
secuencia permite obtener unos valores de índice kappa y blancura 
significativamente superiores a los obtenidos en la secuencia TCF estándar, 
y mejora la porosidad al aire del papel sin alterar otras propiedades 
mecánicas y ópticas. 
 
7. La etapa enzimática dentro de la secuencia O-O-L-Q-PoP da lugar a una 
fuerte modificación de la lignina extraída de la pasta. Esta lignina residual 
está básicamente constituida por subestructuras β-O-4’ y presenta un gran 
contenido en carbonilos conjugados por la oxidación de las cadenas 
laterales de la lignina durante el tratamiento lacasa-mediador. La etapa final 
de peróxido elimina la mayor parte de esta lignina alterada. Esto se debe 
principalmente a las condiciones alcalinas empleadas en esta etapa, como 
se demuestra al analizar la lignina residual y la lignina soluble tras un 
tratamiento alcalino. 
 
8. La disponibilidad de mediadores baratos y seguros para el 
medioambiente es uno de los requerimientos para la implementación 
industrial de los sistemas lacasa-mediador. Diferentes compuestos 
fenólicos derivados de la lignina (como siringaldehído y acetosiringona) 
representan una alternativa a los mediadores sintéticos (incluyendo los de 
tipo -NOH- como el HBT). Estos compuestos naturales pueden actuar 
como mediadores a concentraciones más bajas y, en el screening realizado 
sobre diferentes colorantes, resultaron superiores tanto en términos de 
eficiencia como velocidad de oxidación. 
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